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AVANT-PROPOS 



L'etude des ferments chimiques offre le double 
avantage de presenter un grand int^ret scientifique et 
d'avoir en meme temps de nombreuses applications in- 
dustrielles. 

Les phenomenes d'assimilation et de respiration qui 
so passent a Tint^rieur de la cellule vivante sont en rela- 
tion etroite avec les secretions diastasiques, dont I'etude 
s'impose, par consequent, aussi bien aux physiologues 
qu'aux botanistes et aux bacteriologues. 

La connaissance des reactions provoquees paries dias- 
tases est egalementde premiere importance pour les chi- 
mistes, pour qui ces agents physiologiques peuvent de- 
venir des reactifs d'une sensibilite exceptionnelle. 

La science des ferments chimiques comprend encore 
la connaissance de certaines toxines microbiennes qui, 
par leursproprietes, se rapprochent singulierement des 
diastases ordinaires. Aussi faut-il, pour etudier ces poi- 
sons au point de vue de leur diffusion, de leur conser- 
Action et de leur destruction dans Torganisme, posseder 
des connaissances tres exactes sur les enzymes. 

Enfin, toute une classe de ferments solubles ont 
trouve,des a present, des applications industrielles, 
et il est indisculable que Tavenir en ajoutera beaucoup 
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d'autres : c'est done un interet de plus qui s'attache u 
Tetude des enzymes. 

Le present ouvrage, qui resume le cours que nous 
avons donn6 a I'lnstitut des Fermentations de I'Uni- 
versitd nouvellede Bruxelles, s'adresse a la fois aux per- 
sonnes qui se livrent a des etudes purement scientifiques, 
et a celles qui s'occupent particulierement des industries 
de fermentation. Aussi, tout en reservant une place pre- 
ponderante aux questions theoriques, nous n'avons pas 
neglige les consequences pratiques. 

Notre travail est divise en deux parties. 

Dans la premiere, qui constitue le present volume, 
nous nous occupons des enzymes des hydrates de car- 
bone et des oxydases, ainsi que de leurs applications 
industrielles. Dans la seconde partie, actuellement en 
preparation, nous dtudierons les enzymes des mati^res 
prot^iques et les toxines. 

Nous avons verifie personnellement la plupart des 
donnees experimentales que contient ce premier volume, 
dans lequel le lecteur trouvera un certain nombre d'ex- 
periences, de modes de preparation, de methodes d'ana- 
lyse et de procedds techniques inedits. 

Bruxelles, 1898. 



CHAPITRE PREMIER 

GfiNfiRALITfiS 

Travail synlhelique et analytique de la cellule vivanle. — Simultaneit(^' 
des deux phenomfenes. — Difference cntre le travail chimique et le tra- 
vail physiologique. — Agents chimiqties et agents physiologiques. — 
Intervention de I'energie vitale. — Necessile de I'elude des conditions 
physiques et chimiques des milieux. — Definition des enzymes. — Leur 
rule dans 1 'assimilation et la desassimilation. — Lcs enzymes commo 
producteurs de chaleur. 

L'aclivite des cellules vivantes donne lieu a une serie do 
reactions chimiques Ires complexes et differentes les unes 
des autres. 

Si Ton pousse un peu plus loin I'obsenalion des pheno- 
menes, on remarque qu'a cote d'un travail purement synthe- 
tique, la cellule produit toujours un travail analytique: en 
d'autres tcrmes, que la substance organique, en presence do 
la cellule vivante, se combine et se decompose. Le travail 
synthetique est plus apparent dans la transformation des 
substances peu compliquees, qui, soumises a Taction des 
cellules vivantes, s'hydratent, s'oxydent et se transforment en 
complexes chimiques. Dans la transformation des substances 
complexes, au contraire, c'est le travail analytique qui domino 
et la substance complexe se reduit en des corps de plus en plus 
simples. 

Si Ton soumet par excmple un mout sucre, contenant des 
nitrates ou quelques sels ammoniacaux, h Taction des levures, 
on constate Tapparition de nouvelles cellules et par consequent 
la formation de matiferes protoplasmiques qui sont, au point 
de vue chimique, des substances tres complexes. 
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Lorsque, au contraire, on abandonne des matieres albu- 
minoides a Taction de certains ferments, elles subissent une 
fermentation putridc, et Ton remarque qu'elles passcnt par 
une serie de transformations. 

Lcs matieres albuminoides se changent d'abord en pro- 
teoses, puis en peptones, en amides, et enfin en ammoniaque, 
hydrogene sulfure, acide oxalique et acide carbonique. 

Dans le premier des deux exemples que nous venons de 
donner, on est tente de voir un travail exclusivement syn- 
thetique, caracterise par la formation de protoplasma au 
detriment des sucres et des nitrates. Dans le second exemple, 
on est tente de voir un travail absolument oppose au 
precedent. 

Cependant les phenomenes sont beaucoup plus complexes. 
Dans le premier exemple, la formation de nouvelles cellules 
de levure est accompagnee de celle d'une matiere proteique, 
le protoplasma; mais cette substance ne persiste pas dans 
un etat invariable : au contraire, elle est constamment detruite, 
hydratee et transformee par les cellules vivantes. Si done 
on voit se former des cellules nouvelles, on voit aussi se 
decomposer des matieres organ isees. 

Dans le second exemple, les ferments qui decomposent les 
matieres albuminoides et les transforment en divers produits 
de dedoublement, se multiplient, s'accroissent et produisent 
ainsi un travail profond de synlliese accompagnant le travail 
analytique de decomposition. 

Nous pouvons conclure de ces observations que la cellule 
vivante travaille constamment dans deux sens differents, dans 
le sens analytique et dans le sens syntlietique, et, suivant les 
cas. Tune de ces actions est plus apparente que I'autre. 

Dcpuis que Wohler a realise la synthese de I'uree, on a pu 
rcproduire artificiellement toute une serie de substances cel- 
lulaircs. 

Emile Fischer nous a montre la marche k suivre pour 
lcs hydrates de carbone, et presque tons les sucres natu- 
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rels qui se trcjuvent dans les plantes ont pu 6tre reproduits 
artificiellement, grdce aux methodes qu'il a indiquees. 

Si, actuellement, nous ne connaissons pas les moyens a 
employer pour reproduire par synthese les matieres albu- 
mino'ides, du moins les travaux de Schiitzenberger ont-ils 
fait connaitre le mode de decomposition de toutes ces sub- 
stances ainsi que leurs produits de dedoublement. 

Toutefois, quoique ces differents travaux aient permis do 
realiser beaucoup de syntheses et indique la marche a suivre 
pour en realiser d'autres, on doit constater qu'il existe uno 
grande difference entre le travail chimique et le travail phy- 
siologique des cellules. 

Pour favoriser les reactions chimiques, on emploie dans les 
laboratoires des moyens souvent tres violents. On se sert d'un 
milieu,, soit fortement alcalin, soit fortement acide, ou bien Ton 
emploie des pressions ou des temperatures tres elcvees. 

Pour produire, par exemple, un plienomene d'oxydation, 
on se sert de reactifs tels que Tacide nitrique, I'acide chro- 
mique, le permanganate. Comme moyens deshydralanls, on 
emploie I'acide sulfurique concentre, Tacide phosphorique 
anhydre, le clilorure de zinc, etc., substances qui desorgani- 
sent les cellules. 

Quand il s'agit des cellules vivantes, au contraire, les 
reactions se font dans un milieu soit neutre, soit faiblement 
acide ou alcalin ; la temperature est toujours tres moderee et 
presque constante. 

La difference entre ces deux modes operatoires est frap- 
pante. Dans la cellule vivante on voit reagir des corps qui 
paraissent, d'apres nos donnees, n'avoir que de tres faibles 
affinites ; on constate en meme temps qup des substances 
qui, d'apr^s nos connaissances, sont tres stables, se decom- 
posent a Tinterieur des cellules avec une tres grande facilite. 
L'affmite des corps chimiques parait done plus forte lors- 
qu'ils se trouvent en presence de cellules vivantes, et cette 
aflBnite parait diminuer lorsqu'on detruit les cellules. 
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L'augmentation du potentlel des molecules a I'interieur 
des cellules vivantes est generalement expliquec par Tinter- 
venlion de I'energie vitale. Les reactions, dit-on, se pro- 
duisent plus facilement grace a I'intervention d*une force 
speciale, I'energie vitale, qui exalte I'energie interieure ainsi 
cpie Taplitude aux combinaisons et dedoublements, comme 
le font relectricite, le magnetisme, la lumiere, etc 

L'explication des phenomenes par I'energie vitale eclairc 
assez peu la question. En somnie, elle se reduit a dire que les 
reactions sont favorisees dans les cellules vivantes par des 
conditions physiques et chimiques parliculieres au milieu. 

Cette these ne pent etre consideree comme une explication 
des phenomenes intracellulaires. Nous ne pourrons reelle- 
ment les comprendre que par une etude tres approfondie 
des milieux dans lesquels ils se produisent. Une etude atten- 
tive de ces conditions montre que la facilitc de toutes les 
reactions intracellulaires ne tient pas a une cause unique ; 
que I'affinite est tantot favorisee par une circonstancer pure- 
ment physique et tan lot par une circonstance purement chi- 
mique. 

Certes, on est loin de connaitre toutes les conditions qui 
favorisent les reactions intracellulaires, mais quelques-unes 
d'enlre elles ont pu etre eludiees et, des connaissances ac- 
quises, on pent conclure que : chaque fois que Ton constate 
une exageralion de I'energie cellulaire, celle-ci est produite, 
non par une circonstance unique commune a tons les pheno- 
menes, mais par une cause striclement determinable et dil- 
ferente d'un cas a I'autre. 

On connait des reactions dans lesquelles I'affinite chimi- 
que augmente a cause de circonstances purement physiques, 
telle I'osmose qui se produit continuellement a travers 
la membrane cellulaire. Dans d'autres cas, on constate que 
les reactions sont favorisees dans les cellules par la presence 
de substances minerales. 

La decomposition du chlorure de sodium, par exemple, 
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et la formation d'acide chlorhydrique dans certaines cellules, 
est un de ces phenomenes qui ne cadrent nuUement avec les 
id6es que nous nous faisons gendralement sur la stabilite de 
certaines substances. Nous savons, en effet, que le chloruro 
de sodium est une substance tres stable, et que la decompo- 
sition a froid de ce sel, dans un milieu faiblement acidifie 
par des acides peu energiques, est impossible. Aussi la de- 
composition du chlorure de sodium dans les cellules s'expli- 
quait-elle autrefois par Tintervention de I'energie vitale, qui, 
disait-on, rendait le corps moins stable et plus apte a se 
decomposer. 

Aujourd'hui, on donne auplienomene une explication plus 
rationnelle : on constate que la decomposition du chlorure 
de sodium se fait simplement par osmose et independam- 
ment de I'energie vitale, parce que le sel, en solution tres 
diluee, se dissocie. Dans les cellules, un phenomene de dis- 
sociation analogue doit se produire, et, par I'osmose, Tacide 
doit passer au travers de la membrane cellulaire et s'accu- 
muler en certaine quantite. De cette fagon, Tacidite devient 
une consequence de la decomposition du sel tres dilue et 
de son passage, par osmose, au travers de la membrane 
cellulaire. 

C'est la un exemple tres frappant d'une condition physique 
favorisant la reaction. 

L'exemple le plus concluant de Tintervention des sub- 
stances minerales est celui que fournissent les resultats 
obtenus en agriculture par I'emploi d'engrais chimiques. 
Quand on met a la disposition des cellules des quantites 
relativement faibles de phosphate, on constate que la quan- 
tite de matiere proteique produite dans les plantes augmente 
considerablement. 

II faut done a la cellule de la plante, pour faire un travail 
synthetique, la presence de substances minerales, quiforment 
des combinaisons organo-metalliques, combinaisons qui, 
ayant plus d'affinite que la substance organique non com- 
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bin^e a la substance mineralc, entrent plus facilement en 
reaction. 

Mais on connait toute une autre serie de reactions cellu- 
laires, qui se produisent sans Tintervention de facteurs phy- 
siques ou de substances minerales et grace k la presence de 
substances chimiques d*une nature particuliere, que Ton 
appelle enzymes. 

L'etude de ces substances, de leur mode de secretion et 
de leur mode d'action formera Tobjet du present travail. 

Les enzymes, ferments solubles, zymases ou diastases, 
sont des substances organiques actives, secretees par les cel- 
lules, et qui ont la propriete, dans des conditions determi- 
nees, de faciliter les reactions chimiques entre certains corps, 
sans entrer dans la composition des produits definitifs qui 
en resultent. 

Ces substances jouent un role tres important dans les 
phenomenes d' assimilation et de desassimilation des ali- 
ments. En effet, la plupart des aliments qui se trouvent 
dans la nature, a la disposition de Thomme, des animaux ou 
des vegetaux, ne sont pas directement assimilables par leurs 
organismes; ils demandent Tintervention d'une diastase 
pour se transformer en substances assimilables et propres a 
la formation de nouveaux tissus. 

L*amidon, qui sert a Talimentation de presque tons les 
etres vivants, n'est pas directement assimilable et, dans les 
organismes superieurs, il subit, avant de pouvoir etre ab- 
sorbe, differentes transformations. II rencontre tout d*abord 
des enzymes dans la salive, puis d'autres dans le sue 
pancreatique, et il se transforme ainsi en maltose et glu- 
cose, aliments immediatement propres a la construction des 
tissus. 

La viande, le lait, le blanc d'oeuf doivent aussi se trans- 
former sous r influence des diastases, avant de devenir assi- 
milables. Ces substances trouvent les enzymes qui leur 
conviennent dans le sue gastrique et dans le sue pancreatique. 
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Ces phenomenes que Ton observe dans les organismes 
superieurs se rencontrent aussi dans le regne vegetal. 

Pendant la germination et la floraison, les substances de 
reserve, comme I'amidon, la cellulose, les matiires grasses, 
les matieres proteiques, sont en partie consommees par la 
plante en formation. Mais cette consommation des reserves 
ne se fait pas directement : ces substances doivent etre prea- 
lablement transformees, par des diastases, en produits assi- 
milables. 

Examinons, par exemple, le phenomene de la germina- 
tion. Un grain d'orge abandonne pendant lo a i5 jours 
dans Tobscurite perd 3o a 4o pour loo de son poids. Si 
Ton analyse, dans le grain, Thydrogene et Toxygcne, avant 
et apres la germination, on trouve que la perte de ces deux 
elements est dans le rapport de i a 8. On pent en conclure 
que Toxygene s*est fixe sur Thydrogene pour former de 
Teau. D'un autre cote, si Ton analyse la quantite d'acide 
carbonique formee, on constate qu'elle correspond presquc 
exactement a la quantite de carbone disparu. II y aurait 
done combustion du carbone et formation d'acide carbonique 
d*une part, formation d*eau, d'autre part, et le phenomene 
apparait comme etant une simple oxydation. 

Si Ton analyse les reactions de plus pres, on remarque 
que la germination n*est pas seulement un phenomene de 
simple oxydation, et que, pendant sa duree, il se passe une 
serie de reactions secondaires. Avant tout, on voit appa- 
raitre dans le grain des diastases qui agissent sur Tamidon 
ct la cellulose, de telle fagon que pen a pen ces deux sub- 
stances changent de nature ainsi que de composition chi- 
mique. La cellulose est dissoute, I'amidon est transforme; 
en maltose, partiellement oxyde, et en partie chang6 en sucrc 
de canne par le tissu du germe. 

Toutes ces transformations, ainsi que Toxydation elle- 
meme, sont produites par les diastases secretees pendant la 
germination. 
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On peut suivre la marche de la plupart de ces transforma- 
tions; par exemple, la dissolution et la transformation de 
I'amidon. A cet effet, on separe un germe du grain et on le 
fait se developper sur un mout gelatinise dans lequel on a 
mis de I'amidon en suspension. 

En observant le phenomene de tres pres, et en examinant 
I'amidon au microscope, on peut constater que le grain 
d'amidon perd sa forme primitive, qu'il se corrode en plu- 
sieurs endroits, qu'il se liquefie ensuite et disparait. Dans le 
liquide de culture on retrouve une nouvelle substance qui 
n'y existait pas auparavant : un sucre et une substance 
azotee, soluble, precipi table par I'alcool, qui peut produire 
une nouvelle transformation de I'amidon, c'est la diastase. 

Dans I'assimilation des matieres album inoides par les 
cellules, il se produit un phenomene absolument analogue h 
celui de I'assimilation des hydrates de carbone. Les sub- 
stances albuminoides sont transformees graduellement par 
les substances actives des cellules en proteoses, en peptones 
et enfin en amides. 

Nous avons ditplus haut que les diastases jouent un role ex- 
cessivement important dans les phenomenesdedesassimilation. 

Les molecules des substances albuminoides, hydratees, de- 
doublees et transformees par les enzymes, se recomposent 
de nouveau en presence du protoplasma des cellules, par un 
phenomene de deshydratation et de condensation molecu- 
laire. Les molecules reconstruites subissent de nouveaux 
changements; elles sont de nouveau hydratees, dedoublees, 
et, enmeme temps, graduellement oxy dees. Dans cette phase 
de la transformation, la molecule albuminoide est dedoublee 
en uree, en glycogene, en matieres grasses, en amides. 
Ces transformations sont en grande partie dues, elles aussi, 
aux substances actives secretees par les cellules. 

Enfin, les enzymes sont de puissants producteurs de cha- 
leur ; les reactions que provoquent les diastases sont des reac- 
tions exothermiques. 
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Ainsi unc molecule d'uree Iransformee en carbonate d'am- 
monium donne 8 calories. Une molecule de glucose, en sc 
transformant en acide carbonique et en alcool, degage 71 ca- 
lories. La Iripalmitine, en se transformant en acide gras et 
en glycerine, donne 3o calories. Un gramme de matiere albu- 
minoide transforme en uree fournit 4>6 calories. 

On voit que le role des enzymes, com me producteurs de 
chaleur dans les organismes vivanls, est d'une importance 
considerable. 

Cette chaleur, degagee par les reactions exotliermiqucs, 
est utilisee ensuite par les cellules pour Tentretien, ainsi que 
pour la construction de leurs nouveaux tissus. 

En plagant de la levure dans un mout de saccharose, on 
la voit secreter d'abord une diastase qui rend assimilable le 
milieu, parce que le saccharose ne pent etre directement assi- 
mile par la levure. 

II se produit dans la levure une sucrase qui transforme le 
Sucre en sucre interverti, c'est-a-dire en glucose et en levu- 
lose. La cellule se trouve alors dans un milieu favorable a 
son developpement : elle pent en utiliser les substances nu- 
tritives et les transformer en tissus, mais cette transforma- 
tion demande une absorption d'energic. 

D'un cote done la levure a besoin d'energie pour Tentre- 
tien de ses tissus, d'un autre cote la chaleur degagee par la 
transformation du sucre de canne en sucre interverti est 
tres peu considerable et tout a fait insuffisante pour produirc 
la somme d'energie necessaire. La cellule de levure secrete 
alors une seconde diastase agissant sur le sucre interverti 
beaucoup plus energiquement et le transformant en alcool et 
acide carbonique. 

Ges deux substances, I'alcoolet I'acide carbonique, ne sont 
pas utilisables pour la levure ; mais la transformatign qui les 
a produites est une reaction exothermique qui fournit a la 
cellule I'energie dont elle a besoin pour I'entretien de ses tissus. 

Un exemple peut-etre encore plus frappant, c'est la trans- 
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formation de Turee en carbonate d'ammonium par des fer- 
ments speciaux. 

Si Ton cultive ces ferments dans un milieu contenant de 
I'uree et des peptones, on constate que la cellule prend de 
preference les peptones qui lui servent de materiaux de cons- 
truction ; en meme temps, on la voit s'attaquer a Furee et 
la transformer en carbonate d'ammonium. Le but de cette 
seconde transformation est de fournir Tenergie necessaire aux 
cellules pour la construction et I'entretien de leurs tissus. 

Nous observons encore le meme phenomene dans le regno 
vegetal. Dans les parties vertes des plantes, sous I'influencc 
des rayons solaires, Tacide carbonique est constamment de- 
compose ; il se forme de Taldehyde formique qui se poly- 
merise et se transforme en differents hydrates de carbone. 
Grace a un phenomene de diffusion, ces hydrates de car- 
bone se localisent en differentes parties des plantes, ou ils 
subissent Taction de diastases qui les hydratent et les dedou- 
l)lent. Les hydrates de carbone sont done de veri tables reservoirs 
de chaleur, qu'ils fournissent en se decomposant en differents 
cndroits. Les produits dedoubles ou hydrates sont, par la dif- 
fusion, reexpedies de nouveau vers les parties vertes, ou ils 
peuvent compliquer de nouveau leurs molecules et par con- 
sequent accumuler de la chaleur. 

L'emigration, les hydratations et deshydratations des 
hydrates de carbone que Ton observe dans ces vegetaux, 
trouvent ainsi leur explication. 

Nous pouvons conclure de tons ces faits que les diastases 
sont des substances absolument indispensables a la vie des 
organismes, car elles rendent possible la construction des 
tissus cellulaires, en rendant les materiaux assimilables et en 
leur fournissant Fenergie necessaire. 
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Historique de la connaissance des enzymes. — Travaux de Reaumur 
et de Spalanzani, de Kirchoff, de Dubrunfant et de Payen. — Proprie- 
tes generales des diastases. — Moyens de distinguer une action diasta- 
sique d une action purement chimiquc. — Essai par la teinture de gaiac. 
— Loi de proportionnalite dans Taction diastasique. — Moyens de dis- 
tinguer le travail des ferments figures de Taction diastasique. — Moyen 
d'isoler la diastase du milieu qui la renferme. — Composition chimique 
das enzymes. — Zymogenese. — Mode d'action des diastases.. 



Les premieres notions sur Texistence, ainsi que sur Tac- 
tion des enzymes, remontent a une epoque fort lointaine. 

Au commencement du xvi® siecle deji, les phenomenes de 
la digestion preoccupaient fortement le monde savant. Les 
opinions sur ce sujet elaient fort divisees ; les uns pretendaient 
que la digestion est due a un travail purement mecanique, a 
une trituration des substances par les parois de Testomac ; 
les autres, au contraire, expliquaient la digestion par une 
activite dissolvanle et transformatrice des sues de I'estomac. 

Reaumur et I'abbe Spalanzani defendirent la seconde liypo- 
these, et executerent, pour expliquer leur iheorie, des expe- 
riences tres concluantes. 

Reaumur, pour se rendre compte de T influence des secre- 
tions de Testomac, fit avaler par des faucons des petits tubes 
metalliques perces de trous et remplis de viande, de grains et 
d'albumine. II examina le contenu des tubes apres que ceux-ci 
eurent ete rejetes, et constata que les substances albuminoides 
seules etaient liquefiees el transformees par le sue gastrique, 
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landis que les substances feculentes n'avaicnt subi aucun 
changement. 

L'abbe Spalanzani se livra a Telude du sue gaslrique et de 
son action. Pour se procurer des secretions actives, il faisait 
avaler a des oiscaux de proie des pelites eponges attachees k 
des ficelles. II retirait ensuite les eponges impregnees de sue 
gastrique. Spalanzani parvint, le premier, a produire une 
digestion artificielle en mettant de la viande en contact avec 
le liquide exprimc des eponges. II constata qu'elle se liquefiait 
et se transformait. 

Ces experiences concluantes qui jettent une lumiere si 
nette sur les phenomenes de la digestion, ainsi que sur le 
role des diastases, ne furent malheureusement pas appreciees 
a leur juste valeur. EUe ne reussirent pas a convaincre le 
monde scientifique et, au commencement du xix° siecle, les 
phenomenes de la digestion etaient encore interpretes de diffe- 
rentes fagons. Certains savants pretendaient que le sue gas- 
trique n*avait nuUement un caractere constant, et que la 
nature et les proprietes de la secretion dependaient surtout 
des aliments absorbes. 

Ces differences dans Tinterpretation des phenomenes de la 
digestion ont retarde Tetude des enzymes, quoiqu'elle fut 
deja fort avancee par les travaux de Reaumur et de Spa- 
lanzani. Ce ne fut qu*environ deux siecles apres leur publi- 
cation que la question des substances actives secretees par 
les cellules revint a Tordre du jour. 

II est tres curieux de constater que c'est I'etude des 
procedes de la brasserie qui a provoque les plus grandes 
decouvertes de ce siecle. 

C'est par Tetude des levures de biere que Pasteur est par- 
venu a trouver des arguments delinitifs contre la theorie de 
la generation spontanee. C'est aussi par I'etude des matieres 
premieres de la brasserie, notamment du malt, que Dubrun- 
fant est parvenu a donner une base solide a Tetude des 
enzymes. 
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Les travaux do Dubrunfant so rattachent a une observation 
I'ailc par Kirchoffen i8i4- Ce savant distingue, qui, le premier, 
a etudie la transformation de Famidon par les acides, a constate 
que le gluten frais pent agir dans certaines conditions sur 
I'amidon, le dissoudreet le transformer en substance sucree. 

Cette experience fut reprise par Dubrunfant qui, dans une 
longue et magistrale etude, demontra que Tactivite du glu- 
ten est due a la presence d'une faible quantite de substance 
active provenant des grains crus. II demontra que cette 
diastase est soluble dans Teau, que le grain cru en contient 
fort pen et que la germination la developpe. II expliqua le 
mode d'action de cette substance et les conditions dans les- 
quelles le maximum d'effet est produit ; il prouva enfin que le 
Sucre extrait de Tamidon a Taide de cette substance n'est pas- 
identique au glucose que Kirchoff obtenait par Faction de 
Tacide. 

C'est dans les travaux de Dubrunfant, publics en 1822, 
qu'on trouve pour la premiere fois une etude scientifique des 
diastases ainsi que des donnees precises sur leur mode d'aclion. 

Pay en a repris les travaux de Dubrunfant a qui il a injuste- 
ment refuse la paternite de la decouverte des diastases du malt. 

En eludiant les proprietes d*unc infusion de malt. Pay en 
a reconnu que la substance active pent etre precipitec de sa 
solution par I'alcool et que le prccipite ainsi obtenii conserve 
loutes les proprietes que possedait le liquide lui-meme. 

Cette experience a joue un role considerable dans la decou- 
verte des enzymes, parce que Pay en avait trouve de cette 
fagon, en meme temps qu'uneproprietegenerale des diastases, 
im moyen general de les isoler. 

C'est grace a cette methode qu'on est parvenu a isoler les 
substances actives, du sue gastrique, du sue pancreatique, 
ainsi que les substances actives agissant sur les matieres 
grasses et les glucosides. 
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Proprietes generales des diastases. 

Nous venons de voir que les enzymes sont pr^cipites dc 
leurs solutions par Talcool, mais il est necessaire d'aj outer 
immediatement que, si tous les enzymes sont precipites par 
Talcool tres concentre, ils sont plus ou moins solubles dans 
Talcool etendu. 

Depuis les decouverles de Payen, on a pu constater un 
certain nombre d'autres proprietes plus ou moins caracteris- 
tiques des enzymes. 

Les enzymes sont solubles dans Tcau, sont precipites dc 
leurs solutions par entrainement, se fixent sur differentes 
substances comme la soie et la fibrine et resistent aux subs- 
tances qui s'opposent h Tactivite vitale. Les enzymes perdent 
leur activite sous Tinfluence d'une temperature voisinc 
de 1 00°. 

La plupart d*entre eux decomposent Teau oxygenic. 

Ils sont caracterises aussi par le fait que, dans des condi- 
tions determinees, Taction qu'ils produisent est proportion- 
nelle a leur quantite. 

Toutes ces proprietes sont cependant loin d'etre absolues : 
beaucoup de substances autres que les diastases possMent 
Tune ou Tautre d'entre elles. La propriete la plus caracteris- 
lique des diastases c*est le travail qu'elles sont capables de 
produire. 

Arretons-nous quelques moments sur chacune des pro- 
prietes que nous venons de citer. 

Nous avons vu, tout d'abord, que les enzymes sont pre- 
cipites par Talcool ; comme ils sont plus ou moins solubles 
dans Talcool etendu, la quantite d'alcool qu'il faudra pour 
precipiter les enzymes d'une solution aqueuse ne sera pas 
toujours la meme. Pour certaines diastases, le ferment du 
sang par exemple, il suffira de mettre dans la solution 10 a 
1 5 pour 100 d'alcool, ce qui constitue une proportion minime. 
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Pour d'autres, comme le ferment coagulant le kit, il faudra 
ajouter des quantiles tres fortes d'alcool, de fagon a avoir un 
liquide en contenant de 80 a 90 pour 100. 

Mais, si tous les enzymes sont prccipites par Talcool, ils 
sont aussi tous detruits par ce meme agent. Par un contact 
prolonge de la diastase avec I'alcool, la substance active se 
Iransforme, devient insoluble et inactive. II faut done, si 
Ton precipite un enzyme par I'alcool concentre, faire cesser 
Taction le plus vile possible. 

Les enzymes, au point de vue de la solubilite dans I'eau, 
presentent des differences notables. On connait des diastases 
qui se dissolvent tres facilement et d'autres, au contraire, qui 
demandent une quantite d'eau beaucoup plus considerable 
pour entrer en solution. 

Du reste, si Ton considere que les substances actives se 
fixent avec facilite sur differents corps, il sera facile de 
comprendre que la meme substance pent se presenter sous 
forme soluble ou insoluble. 

La precipitation des enzymes par entrainement pent etre 
facilement effectuee. On ajoute a une infusion fdtree et claire 
de malt une solution tresdiluee de pliospbate de sodium puis 
une dissolution d'un sel de calcium ; il se produil dans le 
liquide un precipite de phosphate de calcium qui finit par se 
deposer au fond du vase ; on decante le liquide clair, on 
met le precipite sur le fdtre, on le lave avec un pen d'eau, 
et on obtient une poudre cpai possede toutes les proprietos 
de I'infusion de malt. Cette poudre, par exemple, empese 
I'amidon et produit le maltose tout comme le malt d'ou 
on I'a extraite. 

Cette methode permet d'obtenir toutes les diastases conte- 
nues dans une infusion. Lne seule condition est nccessaire : 
c'est que les substances qu'on emploie pour la precipitation 
soient inoffensives pour la diastase. On obtient, par exemple, 
de bons resultats en se servant de carbonate de magnesie ou 
d'hydrate d'aluminium. 



PROPRI^TES G^NERALES aS 

Xous avons vii quo les diastases se fixent sur diflercntes 
substances. 

Ainsi un morceau de fibrine mis dans une solution de sue 
gastrique s'impregnc de la substance active de telle fagon 
cjuiB la diastase ne pent plus en etre enlevee par le lavage. 

Si, apres avoir retire cette fibrine de Tinfusion el I'avoir 
lavee pour cliercher a enlever toute trace de substance active, 
on la met dans de I'eau a une temperature convenable, on 
voit le morceau de fibrine se dissoudre. II est evident que 
cette transformation de la matiere proteique est due a ce que la 
substance active sVsl fivee sur la fibrine comme une teinture. 

II nVst d'ailleurs pas necessaire que la diastase puisse agir 
sur une substance pour qu'elle s'y fixe. Par exemple, si Ton 
met quelques morceaux de soie dans du sue gastrique, ils 
s'impregnent de substance active, quoique la diastase n'agisse 
nullement sur la soie. 

La plupart des diastases sont insensibles a Taction de cer- 
laines substances, telles que I'acide cyanbydrique et le cbloro- 
forme, qui paralysent Tactivite vitale des cellules. 

Si Ton met, par exemple, des levures en presence de 
chloroforme dans une solution de sucre de canne, on constate 
que ces levures restent stationnaires, qu*elles ne se reprodui- 
sent plus ; cependant, on voit le sucre de canne se transformer 
en sucre interverti. La diastase continue done a etre secretee 
par les cellules etaproduire un travail cbimique, tandis quele 
travail cellulaire pro[)rement dit est paralyse par le cbloroforme. 

On a conclu de ces experiences que les enzymes ne sont 
sensibles, ni a Taction des antiseptiques, ni a celle des sub- 
stances qui s'opposent au fonclionnement vital. Mais le fail 
n'est pas general. On connait en effet aujourd'bui une serie 
d'enzymes qui sont excessivement sensibles au chloroforme, 
a Tether, au thymol, ainsi qu'a Tacide cyanbydrique. 

En realite, les di verses diastases different considerablement 
entre elles quant a leur nature et quant a leur sensibilite vis- 
a-vis des different s reactifs. 
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Les diastases du malt ainsi que les substances actives des 
levures transformant le sucre de canne en sucre intcrverti, 
sont des diastases tres resistantes et bien moins sensibles que 
les cellules qui les elaborent. 

Ces m^mes diastases se retrouvent parfois dans d'autres 
cellules vivantes plus resistantes parce qu*il existe entre les 
cellules, comme entre ces diastases, des differences conside- 
rables de sensibilite aux reactifs. 

II y a done des cas ou les antiseptiques attaquent les subs- 
tances actives avant d'agir sur les cellules elles-memes et 
d'autres cas ou c'est le contraire qui se produit. 

Les levures que nous venons de citer fournissent un 
-exemple de la sensibilite relative des diastases aux antisep- 
tiques. On sait en effet, aujourd'hui, que les levures de bifere 
contiennent, en plus de la diastase changeant le sucre de 
canne en sucre interverti, un second enzyme qui transforme 
le sucre interverti en alcool. 

L'absence de fermentation en presence du chloroformc 
prouve deja que, des deux diastases contenues dans la levure, 
Tune est detruite par I'antiseptique tandis que Tautre lui resiste. 

La plus ou moins grande sensibilite des diastases a Taction 
-des antiseptiques et a celle des substances paralysant Tactivitc 
vitale pent etre ulilisee pour eviter 1' intervention des ferments 
pendant Taction diastasique. 

Quand on etudie, par exemple, la saccharification de 
Tamidon ou la transformation des viandes par la diastase, on 
pent etre souvent induit en erreur par Tintervention des fer- 
ments qui produisentle meme effet que la diastase dont on etu- 
die Taction. On met dans ce cas un peu d*antiseptique, quelques 
gouttes de chloroforme par exemple, dans le liquide qui est 
soumis a Tessai et Ton empeche Tintervention des ferments. 

Seulement, pour certaines diastases plus sensibles que les 
autres, on doit recourir a d'autres moyens pour empecher 
Taction des ferments figures, parce que la diastase elle-meme 
serai t detruite par I'antiseptique. Cette reserve est surtout 
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necessaire lorsqu'on etudie raction d'enzymes encore incon- 
nus ; dans ce cas un resultat negatif pent provcnir de la presence 
d'un antiseptique. 

L'aclion de la chaleur sur les enzymes est une propriete 
cxtremement importante et qui, mieux que tout autre, pent 
servir a caracteriser une action diastasique. 

En general, et a un certain nonjbre d'exceptions pres, les 
enzymes exercent lentement leur action a la temperature de o*^, 
souvent meme, a cette temperature. TefFet qu'ils produisent 
est completement nul. Si Ton eleve graduellement la tem- 
perature jusqu*a 4o°, on constate que la reaction devient plus 
intense ; de 4o° a 5o" on remarque une augmentation d'in- 
tensite tres considerable — c'est generalement a cette tempe- 
rature que la diastase atteint son maximum d*activite, — au 
dela de 5o° Tactivite diminue ; a 80° un afFaiblissement consi- 
derable se produit, et enfin, au deli de 90° la diastase est 
ddfinitivement detruite. 

Les differentes diastases sont caracterisees par leur tempe- 
ture optima, c'est-a-dire par la temperature a laquelle elles 
donnent leur maximum d'action. Cette temperature optima 
varie assez considerablement d'une diastase a Tautre, et cetto 
variation constitue une propriete qui permet de les distinguer 
entre elles. 

Mais la propriete des enzymes la plus utile a leur etude 
c'est la facilite avec laquelle ils se detruisent de 90 a 100**, en 
presence de I'eau. 

Quelques diastases, lorsqu'elles sont a Tetat completement 
sec, peuvent supporter une temperature de 90° et meme 
davantage; mais tous les enzymes, sans aucune exception, 
perdent leur activite quand on porte leur solution aqueuse 
au Yoisinage de 100''. 

Cette propriete est utilisee pour distinguer Taction diasta- 
sique d'une action purement chimique. 

Lorsqu'on met une infusion de levure dans une solution 
de saccharose, on constate la transformation du saccharose 
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en Sucre interverti. Mais il n'est pas pour cela permis de 
conclure qu'on est en presence d'un travail diastasique ; car 
la transformation pourrait etre due, soit al'acidite du mout, 
soit a tout autre agent cliimique. 

Pour pouvoir affirmer qu'il existe dans une levure une 
substance active, on doit pratiquer une double experience. 
On doit faire agir sur des quantite egales de sucre egalement 
dilue, pendant le m^me laps de temps et a la meme tem- 
perature : d*une part une cerlaine quantite d'infusion de 
levure et d'autre part une quantite egale de cette meme in- 
fusion, prealablcment chauffeo a lOo" pendant quelques mi- 
nutes, puis refroidie. 

Si Von obtient le meme resultat dans les deux essais on 
pent conclure que la transformation n'est pas due a une sub- 
stance active contenue dans 1' infusion que Ton etudie. Au 
contraire I'intervention d'une • diastase devient evidente, si 
dans Tcssai avec I'infusion chauiTee on n'oblient pas d'inver- 
sion, tandis que par Taction de I'infusion non chauffee on 
constate une transformation. 

La propriete des diastases d'etre detruites a loo® les rap- 
proche d'une fagon frappante de la matiere organisee vivante. 

Nous avons dit plus haut cpie, lorsqu'on met une diastase 
en solution en presence d'eau oxygenee, celle-ci est decom- 
posee. Pour produire cette reaction, on se sert d'une solution 
alcoolique de resine de gaiac. On prend generalement 2 ou 3 
centimetres cubes de teinture de gaiac ; on y verse quelques 
gouttes d'eau oxygenee et on y ajoute ensuite, goutte par 
goulte, le liquidc dans lequel on suppose qu'il existe un enzyme. 
En presence d'une substance active le liquide rouge prend 
une coloration bleue tres intense. 

Cette coloration est due a la transformation des acides 
gaiaconiques en gaiacosonidc, substance colorante. La reac- 
tion par la teinture de gaiac est excessivement sensible : on 
peut la provoquer avec des quantites infiniment petites de 
substance active. 
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II ne faut pas oublier que la leinturc dc ga'iac pcrd avec 
le temps la proprietc de donner une coloration, et qii'il est 
preferable de faire la teinture avant I'cssai, en trilurant de la 
poudre dc resine de ga'iac avec de Talcool ; dii reste, I'em- 
ploi de ce reactif offre toujoiirs certaines diflicuUes : il faut 
reniarquer que la matiere colorante formee est trcs pen 
stable, qu'elle est decomposee par la chaleur, ainsi que par 
diflerents reactifs chimiques. II sullit d'une faible alcalinite 
ou menie d'une faible acidite pour enipeclier la coloration de 
se produire, et il s'ensuit qu'il est necessaire de prendre quel- 
ques precautions quand on se sert de ce reactif. II est bon 
de neutraliser d'abord exactement I'eau oxygenee qu'on em- 
ploie, car cette eau est generalenient tres acide ; il est utile 
aussi de doser le degre d'acidite ou d'alcalinite du liquide con- 
tenant la diastase que Ton etudie, puis de le neutraliser lors- 
qu*il est francliement alcalin ou francbement acide. 

La coloration produite par Tacide gaiaconique n'est pas 
detruite par Tacide acetique, et il est souvent avantageux, 
lorsqu'on travaille avec un liquide completement neutre, 
d'acidifier le liquide a essayer avec une goutte d'acide ace- 
tique dilue. 

La reaction de la teinture de ga'iac rend de grands ser- 
vices dans la reclierche des enzymes. Cependant ce reactif 
n'est pas d'une sviretc absolue, car la coloration obseiTce 
dans un liquide pent etre due a d'autres corps que les en- 
zymes. De plus, si Ton n'oblient pas de reaction, il n'est pas 
permis dc conclure que le liquide ne contient pas de sub- 
stance active, car la coloration peut etrc empecliee par diffe- 
rentes substances qui peuvent cocxister avec les enzymes 
dans le liquide analyse. 

On connait du reste des enzymes qui ne donnent pas do 
coloration avec le ga'iac et, d'autre part, des diastases qui, 
apros avoir cte soumises a certaines influences, perdent cette 
propriete sans toutefois perdre leur activite. 

Ainsi, a une temperature elevee, certains enzymes ne 
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donnent plus de coloration avec le ga'iac, alors que la 
substance active n'cst pas encore detruite. Pour d'autrcs 
diastases la propriete de colorer la teinture de ga'iac dispa- 
rait par un contact prolonge avec I'eau oxygenee, contact 
qui n*inllue pas sur Tactivite de la diastase. Cependant on ne 
connait pas d'enzynics qui apres avoir perdu leur activite 
par Taction des agents cliiniiques ou physiques donnent 
encore une coloration avec la teinture de gaiac. 

II s'ensuit que, pour utiliser la reaction du gaiac, il faut, 
comme lorsqu'il s'agit de la chalcur, faire de doubles essais 
avec de Tinfusion fraiche, d'une part, et avec de T infusion 
chauffee a ioo°, d'autre part. Quand I'infusion fraiche pro- 
duit une coloration ct que Tinfusion apres avoir etc chaufTeo 
n*en produit plus, on pent adinetlre qu'on se trouve en pre- 
sence d'une diastase. 

En outre, la teinture de gaiac donne, avec toute une 
classe de diastases et sans eau oxygenee, une coloration 
bleue. Dans ce cas, le gaiac perniet non seulement de 
conclure a la presence d'une diastase dans un liquide, mais 
donne encore une autre indication, la reaction du gaiac sans 
eau oxygenic n'etant possible qu' avec une diastase oxydante. 

La teinture de gaiac peut aussi rendre de grands services 
quand on recherche les diastases dans les plantes. 

II arrive souvent que les diastases contenues dans les cel- 
lules vegetales sont alterees ou detruites a la suite d'une ma- 
ceration dans I'eau, et cela, a cause de la dissolution des 
substances extractives des cellules, qui detruisent les sub- 
stances actives. Dans ce cas on a interet a chercher la dias- 
tase, non pas dans la solution, mais dans les cellules 
meme. 

A cet effet, on fait des coupes tres fines que Ton intro- 
duit, soit dans de la teinture de gaiac pure, soit dans une 
solution de gaiac addilionnee d'eau oxygenee. 

Les cellules contenant la substance active se colorent en 
bleu. 
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II est souvent fort difficile de distinguer un travail dias- 
tasique d'un travail cellulaireproprement dit. Si Ton constate 
qu'un liquide quelconque est capable de provoquer des chan- 
gements chimiques dans certaines substances, on est porte 
a admettre, si le meme liquide, aprcs ebullition, n'a plus le 
meme pouvoir, qu'on est en presence d'un enzyme. Mais en 
realite, rien ne prouve, dans cc cas, que Taction constatee 
soit bien un phenomene diastasique proprement dit, car cer- 
tains ferments figures peuvent T avoir provoquee. 

Pour determiner exactement si Ton se Irouve en presence 
de ferments figures ou de ferments solubles on peut recourir, 
dans certains cas, a une filtration a I'aide d'un filtre poreux 
qui a le pouvoir de retenir les ferments. Si le liquide filtre 
est encore actif, on peut en conclure que les transformations 
constatees sont bien des phenomenes diastasiques. Mais le 
contraire ne prouve pas Tabsence de diastase dans le liquide 
essaye, car tons les enzymes sont plus ou moins retenus par 
la substance poreuse du filtre, et certains d'entre eux ne la 
traversent pas du tout. 

C'est dans la proportionnalite qui existe entre la quan- 
tite de diastase employee et la quantite de substance 
transformee par ces diastases, que Ton trouve une preuve 
certaine de I'existencc d'une diastase. 

La loi de proportionnalite n'est cependant pas une loi 
absolue. Avec une quantite infiniment petite d'enzyme 
on peut transformer une quantite tres considerable de 
substance, a condition qu'on laisse Taction se prolonger 
pendant longtemps dans des conditions telles que Tenzyme 
ne soit pas detruit par les agents physiques et chimiques du 
milieu. 

Cependant, au debut de Taction, surtout si Ton emplole 
une tres petite quantite de substance active et une grande 
quantite de substance passive, on constate Texistence d'une 
proportionnalite entre les quantites d'enzyme employee et de 
substance transformee. 
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C'est dans ces conditions seulement que la loi dc propor- 
tionnalite pent etre veriliec. 

Si Ton additionne, par cxemple, lOO centimetres cubes 
d'une solution de sucre a lo pour loo d'une faible quan- 
tite de sucrase, par exemple, i centimetre cube d*une infu- 
sion de levure, et si Ton arrete Taction apres une heure, on 
constate qu'une partie du sucre a ete transformee. Si, dans 
un liquide identique, on ajoute, dans les memes conditions 
de dilution et de temperature, 1/3 centimetre cube de la 
m^me solution de sucrase, on constate que la quantite de 
sucre interverti est a peu pres la moitie de la quantite 
transformee dans I'experience precedente. 

Si au lieu de diastase on emploie des ferments figures 
capables d'effectuer la meme transformation on n'observe 
jamais de proportionnalite entre la quantite employee et 
I'efTet obtenu. Une quantite double de ferments figures 
ne transforme pas deux fois plus de sucre. II y a, 
cvidemment, dans le second cas, une quantite plus grande 
de sucre interverti, mais cette quantite n'est pas double. 

La proportionnalite entre les quantites de diastase em- 
ployee et de substance transformee est d'une grande utilite, 
surtout lorsqu'on pent croire a la presence de ferments 
figures dans un liquide actif. 

Composition chimique des enzymes. — Maintenant 
que nous connaissons les moyens de reconnaitre la presence 
de diastases dans un liquide, etudions de pres la composi- 
tion cliimique des enzymes. 

L'analyse elementaire des enzymes donne des cliifTres tres 
peu concordants pour les differentes espcces connues, et 
parfois meme, pour une meme diastase, divers auteurs ont 
trouve des resultats tres differents. Ge fait pent provenir 
de ce que les materiaux soumis a I'analyse ne sont nullement 
des substances pures, mais des melanges de difi'erentes subs- 
tances. II se peut aussi que les enzymes different reellement 



PROPIilETES GEN^RALES 3i 

dans leur composition, et ceci nc devrait pas nous elonner 
beaucoup, puisque ce sont des corps qui produisent des 
actions tics varices ct dont Taction s'exerce sur des subs- 
tances tres di verses. 

Voici la composition de quelques enzymes. 
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En examinant la teneur en azote des quelques enzymes 
dont nous donnons la composition dans le tableau ci-dessus, 
on remarque que certaines diastases, comme la pepsine, en 
contiennent de grandes quantites et se rapprocbent par leur 
composition des matieresalbuminoides. Onvoit, au contraire, 
que d'autres enzymes comme T invertine ont une teneur en 
azote beaucoup moins grande. 

Dans la serie des oxydases il y a meme des enzymes, de- 
couverts tout recemment, qui paraissent etre absolument 
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depourvus d'azote. Ces dernieres maticres sont plutot analo- 
gues aux gommes. 

Nous venous de dire que la non-concordance des resultats 
pouvait tenir a I'impurete des substances soumises a Tana- 
lyse. En realite, les methodcs que Ton suit pour separer les 
enzymes des milieux qui les contiennent ne peuvent pas 
fournir des substances pures. 

Le plus souvent on extrait la diastase des cellules, en les 
mettant en contact avec de Teau, et en precipitant ensuite 
r infusion obtenue par I'alcool. Dans les liquides qui ont ete 
en presence de substances protoplasmiques, il y a toujours 
une grande quantite de substances precipitables par I'alcool, 
et les produits qu'on obtient sont forcement des melanges 
de ces differentes substances. 

Quand on se propose de purifier les precipites en les 
dissolvant et en les reprecipitant de nouveau, on aboutit bien 
a des substances d'une composition stable, mais denuees 
presque entierement de tout pouvoir actif. 

Dans les enzymes on retrouve toujours une grande quan- 
tite de sels inorganiques, en particulier de phosphate de 
calcium, dans des proportions tres varices. 

Quand on emploie la methode par entrain ement pour 
isoler la diastase, on aboutit au meme resultat : on trouve 
apres la precipitation des corps contenant beaucoup d*im- 
puretes. 

En outre, en precipitant une diastase dans un liquidc 
actif, on est toujours expose a obtenir un melange de diffe- 
rentes diastases et non pas une seule. 

Leur separation les unes des autres dcvient alors absolu- 
ment impossible, parce que leur insolubilite dans Talcool 
n'est pas telle qu'on puisse les separer par precipitation. 

Ainsi, quand on fait macerer un malt d'orge dans Teau, 
on obtient dans le liquide toute une serie de substances acti- 
ves, qui sont precipitees ensemble par I'alcool ou par les 
substances entrainantes. 
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Les diastases qui se rapprochent le plus, d'apres les ana- 
lyses, des matieres proteiques, presentent toutefois avec ces 
substances des differences assez notables. 

Les enzymes ne donnent pas toutes les reactions de colora- 
tion qu'offrent les matieres albuminoides. Les corps de cette 
classe ne peuvent diffuser a travers la membrane de parche- 
mip, tandis que les diastases sont susceptibles de le faire, 
quoique avec une cerlaine difRculte. 

Les diastases se comportent autrement que les proteoses. 
Ces derniers corps sont assimilables par les cellules, tandfe 
que les diastases ne le sont pas. Les diastases salivaires et 
pancreatiquesneservent jamais comme substances de reserve. 
Tout en etant fixees a Tinterieur des cellules pendant la 
periode de nutrition normale, ces substances se trouvent 
rejetees au moment de la denutrition. 

D'apres Beijerick, Tamylase ne pent remplacer dans un 
milieu nutritif ni les hydrates de carbone, ni les matieres 
azotees, les levures et les bacteries refusant completemenl 
de s'en nourrir. 

Zymogenese. — Les enzymes sont produits par certainco 
cellules speciales. D*apres Hiifner, ils seraient formes par 
Toxydation des matieres albuminoides. Cette maniere de voir 
est combat tue par Wroblcwsky, qui considere les diastases 
comme des proteoses. 

On possede encore fort peu de donnees sur le mode do 
formation des enzymes. Dans la plupart des cas, on peut 
seulement con stater leur presence quand ils ont acquis 
toutes leurs proprietes ;'c*est dans quelques observations iso- 
lees que Ton est parvenu a conslater la presence d'une sub- 
stance non active, capable de dcvonir ferment par un traitemen I 
convenable. 

Ainsi la muqucuse gastriquc fournit par maceration aver 
I*eau un liquide qui ne coagule pas le lait ; mais ce liquidc 
acquiert cette propriete lorsqu'on I'additionne de i pour lOo 
Effront. Les Enzymes. 3 
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d'acide chlorliydrique, et conserve son activite meme apres 
neutralisation. 

Le tissu pancreatique frais pent ceder a Teau une sub- 
stance agissant tres lenlement en presence d'une faible 
quantite d*acide. 

L'activite de ce liquide pent etre accelerec en y faisant 
passer un courant d'oxygene, ou en y introduisant de I'eau 
oxygenee. 

Ces substances susccptibles de devenir actives sont appelees 
[)roferments, proensymases, substances zynnogenes ; et la 
transformation de la substance zymogene en ferment s'ap- 
pelle d'apres Arlhus : zymogenese. 

II est tres probable que la plupart des enzymes pro- 
viennent des substances zymogenes, et que les plienomenes de 
zymogenese sont aussi frequents que les plienomenes de des- 
truction de la diastase, appeles zymolyses. 

Mode d' action des diastases. — L' analyse chimique 
d'un enzyme n*est pas sufTisante pour le caracteriser. Pour 
determiner exactement les caracteres propres d'une diastase, on 
doit observer son mode d'action, les reactions chimiques 
qu'elle pcut produire et surtout les substances sur lesquelles 
die peut agir. 

Les diastases peuvent provoquer, suivant leur nature, des 
reactions chimiques tres diflerentes. Les unes ont une action 
hydra tante, c'est-a-dire qu'elles peuvent fixer une ou plu- 
sieurs molecules d'eau sur les substances sur lesquelles elles 
agissent. 

Nous pouvons citer par exemple la transformation du sac- 
charose en glucose et en levulose. 

CI2H220H 4_ H20 — GfiH«20« -h C^n<20''' 
saccharose eau glucose levulose 

Une autre serie de diastases agissent, au contraire, comme 
oxydants. 
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Nous pouvons ciler par cxemple la transformation dc 
I'hydroquinone en quinone. 

C Hi<oH4-0=:H20-hCHi <g 

Enfin, d'autres enzymes agissent seulement sur les mole- 
cules en les dedoublant, sans produire d'hydratation ni 
d'oxydation, et en provoquant seulement un changement mole- 
culaire de la substance. C'est ainsi que la diastase des levures 
qui provdque la fermentation alcoolique donne naissance a 
un simple dedoujaiiement moleculaire sans liydratation. 

glucose anhydride alcool 
carbon ique 

Ainsi, dans Texemple que nous avons cite de la transfor- 
mation du saccharose en glucose et en levulose, la molecule 
de Sucre de canne se trouve dedoublee et hydra tee. 

Ce dedoublement des molecules suivi d'hydi-atation a egale- 
ment lieu dans la transformation des glucosides par les dias- 
tases. 

La molecule complexe des glucosides, en s'hydratant, se 
scinde en deux parties, donne du glucose et le corps avec 
lequel il etait combine. 

On constate le meme phenomene dans Taction des dias- 
tases sur les matieres grasses. Les diastases agissant sur les 
matieres proteiques produiscnt aussi un dedoublement en 
meme temps qu'une liydratation, quoique dans ce cas il soit 
difficile de rendre la reaction evidente. 

Les molecules des matieres albuminoides sont excessive- 
ment complexes ; on admet generalement qu'elles ont un 
poids moleculaire d'environ 55oo, et comme certains pro- 
duits de dedoublement ont des poids moleculaires de 2800, 
de i4oo et de 4oo, on voit que Taction diastasique provo- 
que une diminution du poids moleculaire. 

Les enzymes hydratant ou dedoublant les molecules peu- 
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vent fournir deux substances dilKrentes, de mSme que le 
saccharose donne naissance au glucose et au l^vulose. 

Dans la transformation du sucre de lait, on observe le 
meme phenomene ; les deux portions en lesquelles la mole- 
cule s'est decomposee sont differentes ' : il se forme du glu- 
cose et du galactose. 

II arrive aussi que, par le dedoublement, on produit deux 
molecules de configuration chimique identique. Ainsi la 
diastase trouvee par Cusenier, la glucase, agit sur le mal- 
tose en donnant deux molecules de glucose. 
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Mode d action des diastases. — Diflcrentcs opinions cmiscs a ce sujel. 
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Nous avons vii, plus liaut, que les diastases peuvent pro- 
Yoquer, suivant leur nature, un changenient moleculaire, 
une hydratation ou une oxydation. Nous avons vu aussi que 
les actions diastasiques sont caracterisees par la disproportion 
qui existc entre les effets [)roduits et le poids de Telement 
actif. Cctte disproportion entre la cause et Teflet prouve que 
les substances actives n'entrent pas dans la composition deii- 
nitive des produits dont el les provoquent la formation. 

Les enzymes nous paraissent jouer, dans ces transforma- 
tions, le roled'intermediairespourvus dela propriete d'exalter 
I'energie interieure des substances sur lesquellcs ils agissent 
et de les rcndre plus aptes a des dedoublenients ou a des 
combinaisons. 

Berzelius a compare les reactions diastasiques aux plieno- 
menes dits catalytiques, phenomenes qui jadis s'expliquaient 
uniquement par TefTet du contact ou de la presence d'un 
corps. 

Ce savant avait remarque une analogic entre Taction pro- 
duite par un enzyme et la decomposition de I'eau oxygenee 
par la mousse de platine. 
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La comparaison dc Berzelius n'est pas heureusc. L'oau 
oxygenee est une substance trcs facilement decomposable et 
les corps poreux, comme la poudre de charbon et beaucoup 
de melaux pulverulents, provoquent la decomposition de cer- 
tains corps par suite de leur extreme porosite. Or, il est 
evident que les enzymes n'agissent pas de cette fa(;on, et le 
rapprochement imagine par Berzelius est d'autant plus etrange, 
qu'il y a d'un cote une reaction entre un liquide et un solide, 
et de Tautre une action qui a lieu exclusiyement entre des 
corps en solution. 

Mais, si Texemple cite par Berzelius est mal choisi, il faut 
toutefois convenir que les enzymes paraissent, a premiere 
Yue, agir par simple contact et qu il existe, en elTet, une 
analogie frappante entre les reactions catalyliques et les ac- 
tions diastasiques. Dans les deux cas on retrouve, a la fin de 
la reaction, le corps agissant dans le meme elat cju'au debut, et 
on constate que la quantite du corps agissant mise en action 
n*a pas d'influencc sur les resultats obtenus. 

On connait, dans la chimie minerale et dans la chimie 
organique, toute une scrie de reactions de cette nature : la 
decomposition de I'liypoclilorite de calcium par I'oxyde de 
cobalt, de Teau oxygenee par le bichromate dc potassium, la 
combinaison du benzene avec le chlorure de methyle en pre- 
sence de chlorure d'aluminium, etc. Dans toutes ces 
reactions, la substance agissante se retrouve a la fin de la 
reaction. Ce sont des phenomenes de ce genre qu'on consi- 
derait autrefois comme des reactions catalytiques, mais dont 
on connait a present le veritable mecanisme. 

C'est ainsi que la decomposition de I'hypochlorite de cal- 
cium par certains oxydes metalliques, par Toxyde de cobalt 
par exemple, parait etre provoquee par la simple presence 
de Foxyde de cobalt, puisque ce corps se retrouve intact 
et semble n'avoir subi aucun changement pendant la reac- 
tion. Mais, en realite, son role n*est pas completement indif- 
ferent : il se forme pendant la reaction un oxydule de cobalt. 



4o LES ENZYMES 

qui est en suite oxyde, ot qui peut agir sur de nouvelles 
parties du compose oxy-chlorure. 

i) (C10)2Ca -h 2Co203 r=CaC12-h20^-h 4.CoO 

hypochlorite peroxyde de proloxydede 

de calcium cobalt cobalt 

2) 4CoO -h O^ = 2Co203 

Lorsque Ton decompose Teau oxygenee par le bichromate 
de potassium, on constate dans la reaction un mecanismc 
analogue. Le bichromate de potassium possede la propri^te 
de decomposer peu a peu une dose illimitee d'eau oxy- 
genee, tout en se retrouvant inalterer a la fin de la reaction. 

Berthelot explique ce plienomene par la formation d'un 
compose intermediaire, sans cesse detruit et recompose, et 
dontla destruction etla recomposition se poursuiventjusqu*au 
moment ou toute I'eau oxygenee est completement dccom- 
posee. 

Berthelot, en ajoutant de I'ammoniaque a un melange 
d'eau oxygenee et de bichromate dissous, a obtenu, au mo- 
ment ou I'oxygene se degagcait, un precipite compose d'eau 
oxygenic, de sesquioxyde de chrome et de chromate d'am- 
monium. 

C'est la combinaison de I'eau oxygenee avec le sesqui- 
oxyde de chrome qui, pendant la reaction, est transformee 
de nouveau en acide chromique et en eau. La reaction se 
passe probablement sui\ant la formule: 

6(11202) -h 2CrO=i =-- 020^ 3II202 + 3H20 -h 302 
(Gr20^ 3H20-') = 2Gr03 + 3H20. 

En chimie organ ique on peut obtenir des reactions tout a 
fait analogues. C'est ainsi que, dans la reaction de Friedel 
et Kraft, les sels metalliques favorisent, dans la serie du 
benzene, la substitution de groupements monoatomiques a 
des atomes d'hydrogene. 

Le benzene G^H^ et le chlorure de mcthyle CH^Gl 
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n'agissent pas Tun sur I'autre dans les conditions ordinaires ;, 
mais, si Taction a lieu en presence d'un sel metallique tel 
que le chlorure d'aluminium, il se forme du toluene 
C^H*,Cir^ et de I'acide cldorhydrique IICl. Le role du sel con- 
siste a former une combinaison intermediaire qui facilite la 
reaction. 

GfiH6 -4- APCIG =-- C«H->A12Gr' -h HCl 
GfiH->Al^CP -h CHXl = CJW\ GH-i + Al^GK' 

En somme, toutes ces reactions se ressemblent par leur 
mecanisme, et la formation de Tether par le contact de Tacide 
sulfurique avec Talcool peut servir d'exemple caractcris- 
tique de ce genre de reaction. 

La transformation de Talcool se produit en deux phases : 
dans le premier stade Talcool se combine avec Tacide sulfu- 
rique pour former Tacide sulfovinique, dans le second stade 
le produit forme agit de nouveau sur Talcool : il se forme de 
Tether et Tacide sulfurique est regenere. 

II est trcs probable que les molecules des enzymes forment 
avec les substances a transformer des combinaisons passa- 
geres, fort peu stables, qui sont facilement decomposees, 
soit par Teau, soit par Toxygene. 

On peut presenter cette theorie de la maniere suivante : 
On fait reagir deux corps ayant de faibles aflinites, comme, 
par exemple, Tamidon et Teau, a Taide d'une troisieme sub- 
stance, par exemple la diastase du malt. On provoque 
ainsi une combinaison moleculaire de Tamidon avec la 
diastase. Cette combinaison n'a plus les proprictes des. 
corps qui sont entres dans sa composition ; c'est deja 
une substance beaucoup moins stable, qui se decompose en 
presence de Teau. A la suite de cette decomposition la 
diastase reapparait dans Tetat ou elle etait auparavant, I'eau 
restc fixee sur la molecule d'amidon, et cette hydratation 
transforme Tamidon en sucre. 

Cette theorie, due a Bunzen et a Hiifner, est malheureu- 
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scmcntbasee, non sur des fails precis, mais sur des analogies, 
ct cettc circonstance rend celte tlieorie discu table. 

Wiirtz crut apporler unc preuve experimentale a ceilc 
hypothese, en etudiant la papaine, qui est, conimc on Ic 
sait, un enzyme agissant sur les matieres albuminoides. 11 
constata que la fibrine plongee dans une solution de cette 
diastase fixe la substance active de telle sorte qu'on pent 
laver la fibrine sans qu'elle s'en puisse debarrasser. 

La substance albuminoide ainsi inipregnee sc transforme, 
se liquefie et se peptonise aussitot qu'on la porte a une tem- 
perature propice a faction diastasique. 

Comme le meme phenomene s'observe avec la pepsine, 
Wurlz admetlait que les substances albuminoides donnent 
avec les diastases une combinaison insoluble, et que cette 
combinaison est le terme intermediaire analogue a celui qu'on 
trouve dans toutes les reactions catalytiques. 

Malheureusement, cette explication est loin d'etre juste, 
car les diastases se fixent non seulement sur les corps qu'elles 
sonl susceptibles de transformer, mais aussi sur des corps 
sur lesquels elles n'ont aucune action, comme la soie. D'un 
autre cote, les matieres albuminoides forment des combinai- 
sons analogues a celles qu'on vient de citer, non seulement 
avec les diastases agissant sur%lles, mais aussi avec d'autres 
enzymes incapables de les transformer. 

Ainsi, les experiences de Wurlz ne prouvent nullement la 
la formation de corps intermediaires. Toutefois sa theorie sur 
le mode d'aclion des diastases trouve un appui dans les 
experiences de Schoenbein, Schaer et Biichner, relatives a 
faction de f acide cyanliydrique sur la substance active. 

L'acide cyanhydrique additionne a une solution aqueuse de 
diastase empeche celle-ci de decomposer f eau oxygenee et de 
transformer les corps sur lesquels la diastase pent produire 
une action. Toutefois, f acide cyanhydrique ne detruit pas 
la diastase ; en effet, lorsque f on fait passer un courant d'air 
dans la solution inactive, l'acti^ite de f enzyme reapparait. 
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On pcut en conclure que les enzymes Ibiinent avec I'acido 
cyanhydrique une combinaison instable, qui est detruite par 
le passage du courant d'air. 

Ces vues sont ties favorables a la tlieorie de Bunsen. Uno 
fois etabli que les enzymes peuvent former des combinaisons 
intermcdiaires avec Tacide cyanhydrique on pent aussi ad- 
mettre qu'ils reagissent sur les substances sur lesquelles ils 
agissent et forment avec ces subtances des combinaisons 
de meme nature. 

Ces substances inlermediaires fournies par Tacide cyanhy- 
drique n'ont malheureusement pas pu etre isolees a Tetat pur, 
et riiypothfese de Wurtz, quoique tres admissible, n'est ce- 
pendant pas basee sur des faits rigoureusement demon- 
tres. 

II est done tout naturel de chercher a expliquer le mode 
d'action des enzymes par d'autres hypotheses. 

Naegeli explique Taction des enzymes d'une fagon toute 
differente ; il nc considere pas Taction des diastases commo 
un phenomene purement chimique, mais comme elant, au 
moins partiellement, d'ordre physique. 

Ce savant admet que les molecules des enzymes sont 
animees de vibrations parliculieres capables de determiner dans 
la substance fermentescible des vibrations moleculaires pou- 
vant detruire les molecules. 

Comme on le voit, celte tlieorie ressemble beaucoup a Tan- 
cienne tlieorie des fermentations de Liebig, d'apres laquellt 
les phenomenes de la fermentation en general sont pro>o- 
ques par des substances en voie de decomposition et qui 
communiquent aux corps en presence le meme mouvement 
moleculaire. 

Cette hypothfese basee sur des considerations tres spccula- 
tives fut reprise ensuite par de Jager. Ce savant poussa encore 
les conclusions beaucoup plus loin et crut apporter des faits 
concluants demontrant que les enzymes agissent, non comme 
des substances, mais bien comme des forces. 
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Lcs. experiences sur lesquelles se basa de Jaeger sont dues 
a Wittich et Fick. 

Fick mit dans un long tube une dissolution de presure 
dans la glycerine, puis il le remplit, avec le plus grand 
soin, de lait. II laissa quelque temps les deux liquides a la 
temperature de 4o°, en ay ant soin de ne pas melanger les 
deux couches, apres quoi il constata, dans toute la longueur 
du cylindre, une coagulation du lait. Comme la presure 
ne diffuse pas, do Jaeger conclut que la coagulation etait 
produite, non par la presure, mais par une propriete inhe- 
rente a cette substance. 

Wittich mit dans un dialyseur muni a sa base inferieure 
d'une membrane de parchemin, de la pepsine dissoute dans 
une certaine quantite d'cau. 

II introduisit ensuite ce dialyseur dans un bassin plus grand 
con tenant de I'eau et des flocons de fibrine. II n'apergut 
aucune dialysation de la pepsine et cependant les flocons de 
fibrine se liquefierent et se peptoniscrent comme s'ils avaient 
ete en contact avec la diastase. 

II est bien evident que, si ccs experiences etaient rigou- 
reusement exactes, Tintervention des enzymes comme sub- 
stances chimiques devrait etre ddfinitivement ecartee, et qu'on 
devrait admettre que Taction des enzymes doit etre consi- 
deree comme une action purement physique. 

Mais, d'autres savants qui ont voulu repeter ces expe- 
riences n'ont jamais pu arriver aux resultats annonces. 

La maniere de voir de Jaeger a ete tout recemment 
reprise par M. Arthus, qui, tout en reconnaissant la non- 
exactitude des experiences de Fick et Wittich, reste, malgre 
cela, partisan de la theoric des enzymes-proprietes. 

Pas plus que ses predeccsseurs dans cette maniere de voir, 
M. Arthus n'a apporte d'experiences decisivcs en faveur 
de sa these, mais il expose fort bien les cotes faibles de la 
theorie qui considere les enzymes comme des substances. 

II constate tout d'abord que I'analyse centesimale ne suffit 
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pas pour caracteriser les enzymes. II appuie, ainsi que nous 
I'avons fait plus haut, sur le desaccord existant entre les 
analyses des enzymes faites par difKrents auteurs ; il montre 
aussi que les diastases ne peuvent ^tre classics dans aucune 
.categorie chimique determinee, car elles ne sont ni matiferes 
albuminoides, ni gommes. 

II est frappe surtout de ce que chaque auteur pretend 
avoir prepare un enzyme pur par des precipitations succes- 
sives, sans qu'aucun puisse dire a quels caracteres on reconnait 
un enzyme pur. 

II a remarque aussi que les enzymes paraissent avoir une 
composition et des proprietes differentes, suivant la maniere 
dont on les a prepares. 

II cite" ensuite les opinions de divers auteurs sur Timpu- 
rete des precipites diastasiques et il en conclut que toutes les 
diastases qu'on a analysees jusqu'a present etaient fortement 
melang^es de substances etrangeres. 

II se montre egalement adversaire de la thfese qui voit une 
analogie entre le mode de formation de Tether par Tacidc sul- 
furique et Taction des enzymes. II se base en cela sur la dif- 
ference entre la quantite d'acide sulfurique necessaire pour 
transformer Talcool en ether et la quantity d'enzyme qu'il 
faut employer pour operer une transformation diastasique. 
En effet, Tacide sulfurique eth6rifie seulement 25 a 3o fois 
son poids d'alcool, tandis qu'une certaine quantity de dias- 
tase transforme des quantites de substance infiniment grandes 
par rapport a elle. La presure, par exemple, peut coaguler 
25oooo fois son poids de caseine. 

II montre enfin que les proprietes des enzymes n'exigent 
nullement que ceux-ci soient des substances chimiques, mais 
qu'ils peuvent etre des agents imponderables, comme la cha- 
leur, Telectricite, etc. 

Pour le demontrer, M. Arthus prend une k une les pro- 
prietes des diastases, et essaye de leur opposer des pheno- 
menes lumineux, calorifiques, electriques, analogues. 



46 LES ENZYMES 

Les enzymes provoquent des transformations chimiques ; 
mais la lumiere, la chaleur et I'^lectricite en provoquent 
egalement: les phenomenes d'electrolyse en sont un frappant 
exemple. 

Les enzymes sont detruits par la chaleur ; mais une barre 
aimantee perd sa propri^te magnetique lorsqu'elle est 
chaufKe au rouge, 

Les enzymes sont solubles dans Teau et la glycerine ; mais 
lorsqu*on plonge un corps cliaud dans un liquide quelcon- 
que, ce dernier s*echauffe sans que le corps se dissolve. 

Les enzymes sont precipites de leurs solutions par Talcool 
ou par des matieres entrainantes ; mais le chlorure de sodium 
precipite par Talcool emmagasine aussi une certaine quantite 
de chaleur, qu'on voit reapparaitre lorsqu'on le redissout 
dans Teau. De meme, les precipites diastasiques determines 
dans Talcool entrainent une certaine quantite de I'enzyme et 
cet enzyme reapparait lorsqu'on le place dans un milieu 
approprie. 

Les enzymes sont fixes par la fibrine fraiche; mais les 
accumulateurs electriques fixent de Telectricite, et certains 
corps, comme le sulfure de baryum, absorbent les rayons 
lumineux. 

Certaines substances, sous Taction d'agents chimiques, 
acquiercnt un pouvoir diastasique ; mais la combinaison du 
phosphore et de Toxygene, comme on le sait, degage de la 
lumiere. 

Les enzymes sont detruits par certains agents ; mais I'ai- 
mantation d'un barrcau aimante disparait quand on dissout 
celui-ci dans Tacide chlorhydrique. 

L' action des diastases est entravee par certains corps et 
facilitee par d'autres ; mais, si, dans un courant electrique, on 
place une resistance, le courant diminue d'intensite, et 
si, au contraire, on enleve cette resistance, le courant aug- 
mente d'intensite. 

L'action diastasique se produit generalement sur certains 
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corps a rexclusion des aiitres ; mais le fer ct Tacier seuls 
peuvent fixer la propriete magnelique. 

M. Arthus conclut de toutes ccs comparaisons que les en- 
zymes soiit, noil des substances, mais des proprietes dc 
substances. II admet bien que sa tlieorie n'est pas demontree, 
mais il objectc que la theorie des enzymes-substances n'a 
pas regu non plus dc demonstration. 

En somme, nous nous trouvons en presence de deux 
theories. L'une enseigne que les enzymes agissent cliimique- 
ment et qu'ils ont une composition chimique determinee, 
Tautre considere les enzymes comme une propriete et non 
comme une substance. 

Les arguments que M. Arthus apporte contre la these des. 
enzymes-substances ne sont pas de nature a renverser cette 
theorie. 

Le desaccord entre les analyses d*une meme diastase pent 
tres bien etre du au mode de purification et de preparation 
de cette substance. S'il pouvait etre prouve, d'autre part, que 
les diastases ne peuvent etre rangees dans aucun groupe 
chimique actucllement connu, cela n'etablirait nullement la 
non existence materielle des diastases. 

En effet, nous sommcs encore loin, a Theure actuelle, de 
connaitre toutes les combinaisons chimiques, et il est plus, 
que probable qu'il existe toute une serie de corps que nous 
ne connaissons pas. Le fait que les enzymes agissent a des 
doses infiniment petites n'est nullement de nature a iniirmer 
I'hypo these des enzymes-substances. Dans Taction de la 
strychnine, de I'aconitine et d*un grand nombre d'autres 
alcaloides, on constate aussi une disproportion prodigieuse 
entre Teffet produit et le poids de la substance agissante. 

L'action du muse est indiscutablement beaucoup plus 
sensible que Taction des enzymes : on obtient des reactions 
sur les muqueuses avec des doses d'une petitesse infmie, et 
cette propriete remarquable est due entierement, comme on 
le sait, a la constitution chimique de ces corps. 
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Le parallele entre le phenomene de la fermentation et les 
phenomenes physiques est tres seduisant; mais, somme 
loute, riiypothese des enzymes-proprietes est beaucoup moins 
vraisemblable que celle des enzymes-substances. 

On trouve toujours la substance active incorporee dans 
une substance materielle et Ton n'est jamais parvenu a se- 
parer la propriete de la substance. Rien ne nous autorise 
■done a croire que la substance materielle ne joue aucun role 
^dans le phenomene diastasique. 

Les enzymes offrent, i diflerents points de vue, des 
ressemblances avec le protoplasma vivant. 

La diastase, ainsi que la substance organisee vivante, est 
■tixcessivement sensible aux agents chimiques tels que les 
acides et les alcalis. Ces deux categories de substances sont 
detruites a la temperature de ioo°, et elles ont la pro- 
priete de provoquer des reactions chimiques dans le milieu 
ambiant. 

La plupart des enzymes ont une composition chimique 
Iris analogue k celle du protoplasma, et ces deux matieres 
Iburnissent quelques reactions generales des matieres albu- 
minoides. L'analogie devient encore plus frappante quand 
t)n etudie la composition des substances minerales qui entrent 
-^videmment dans la composition chimique du protoplasma 
et des ferments solubles. On se trouve, dans Tun et Tautre 
cas, en presence de phosphates de calcium, de potassium, 
de magnesium, de chlorurcs et de sulfures alcalins. 

Les elements mineraux et organiques qui sont favorables 
a la cellule vivante sont aussi, ainsi que nous I'avons 
dcmontre pour Tasparagine et les phosphates, des agents 
excitants pour certaines diastases. 

Les enzymes, comme la substance protoplasmique, sont 
peu dialy sables, et dans beaucoup de cas ne passent meme 
pas a travers un filtre biscuit. 

On peut done admettre que les diastases ne sont pas meme 
^des corps solubles a proprement parler, et qu'ellcs entrent seu- 
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lement, lorsqu'elles sont en contact avec Teau, dans un etat 
de tenuite extreme, ainsi que le font les corps coUoidaux 
tels que Tempois d'amidon. 

Cette analogic entre la substance organisee et les enzymes 
a conduit Armand Gautler a supposer que les ferments clii- 
miques se rapprochent, par leur constitution, des cellules 
dont ils derivent. 

II admet de plus que les enzymes ont une organisation 
analogue ou tres rapprochee de celle du protoplasma, et il 
leur reconnait les proprletes fondamentales de la cellule vi- 
vante, qui sont I'assimilation et la reproduction. 

D'apres ce savant, les enzymes peuvent transformer cer- 
tains principes en substances semblables a celles qui les 
composent. A Tappui de cette hypothfese si bardie, il cite 
une experience unique, faite avec des pepsines, et sur laquellc 
nous aurons Toccasion de revenir quand nous etudierons 
Taction des enzymes sur les matieres proteiques. 

Des a present, nous pouvons dire que Texperience citec 
par M. Gautier ne confirme nuUement sa these, et nous 
sommes plutot inclines a voir dans les enzymes des corps 
chimiques d'une nature particuliere et d*une constitution 
determinee. 

Et, en realite, au fur et k mesure que s'elargissent nos 
connaissances sur les diastases, la theorie des enzymes- 
substances gagne de plus en plus en probabilite. Nous pos 
sedons a present tout un ensemble de faits qui nous indi- 
quent que nous nous trouvons reellement en presence de 
corps et non pas de propriet^s. 

Nous savons, par exemple, que Tamylase retiree des di- 
vers milieux, des grains crus, des grains maltes, de la salive, 
du sue pancreatique, des bacteries et des moisissures, oflre 
toujours la meme composition cliimique et donne to nj ours 
la reaction de la proteose. 

La nature chimique des enzymes se trouve encore con- 
firmee par les reactions colorees- qu'ils fournissent avec 
Effront. Lcs Enzymes. 4 
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certains reactifs. Ainsi que I'a montre Guignard, Temulsine 
fournit une coloration violette avec Torcine et une coloration 
rouge avec le reactif dc Millon. 

Ln autre enzyme, la myrosine, prend une teinte violette 
en presence d'acidc chlorhydrique. 

Dans certains cas determines on a pu provoquer Taction 
d'une diastase sur un autre enzyme. Cette action est tres 
caracteristique et fournit des donnees sur les caracteres chi- 
miques des enzymes. D'apres Na?geli et Kuhne, la pepsine, 
par exemple, agit sur la trypsine comme sur une matiere 
albuminoide. Schittenden et Griswald ont observe le memo 
phenomene avec la ptyaline : cet enzyme est aussi modifie 
par la pepsine. La zymase, ou diastase provoquant la fer- 
mentation alcoolique, se detruit, d'apres Biichner, en presence 
de trypsine. 

Dans Taction d'un enzyme sur Tautre, nous voyons tou- 
jours une des substances actives se transformer par hydra- 
tation et le changement chimique de la matiere entraine la 
suppression complete de son activity. 

Comme la pepsine et la trypsine agissent exclusivement 
sur des matiires albuminoidcs, on peut conclure que la ptya- 
line, la trypsine, ainsi que la zymase appartiennent a cette 
classe de corps. 

L'existence d'enzymes contenant peu ou point d'azote ne 
peut pas non plus constituer un argument a Tappui de la theorie 
des enzymes-proprietes. Les differentes diastases agissent sur 
des corps divers en provoquant des reactions tres varices. II 
est done evident que toutes les substances actives ne peuvent 
pas appartenir k la meme classe de corps, et qu*on doit se 
trouver, selon toutes les probabilit6s, en presence de corps dc 
compositions et de structures differentes. 
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INDIVIDUALITY DES ENZYMES 

Dif&cultes qu'on cprouve lorsqu'on veut donner des preuves directes 
«de lindividualite des enzymes. — Influence du mode de nutrition des 
•cellules sur la nature des enzymes qu'elles secretent. — Preuves directes 
•de I'individualite des enzymes. — Relation entre les diastases, la consti- 
tution chimique et la structure des corps sur lesquels elles agissent. — 
JNomenclature des enzymes. — Classification. 



Quand on examine au point de vue de leur action chimi- 
que les substances actives secretees par les cellules vivantes, 
on constate, la plupart du temps, que cette action est ties 
complexe, qu'elle se manifeste sur des substances differentes 
•ct qu'elle donne lieu a des produits tres varies. 

Ainsi, une infusion de malt agit sur I'amidon, sur la cel- 
lulose, sur la pectine, sur le trehalose et sur la caroubine. 

En outre, les produits obtenus avec ces diverses substances 
sont tres differents : la diastase en agissant sur I'amidon 
donne du maltose et des dextrines, elle liquefie la cellulose, 
transforme les matieres pectiques en une substance gelati- 
neuse, fait passer le trehalose a I'etat de glucose et change la 
caroubine en un glucose different du precedent. 

On observe le m^me phenomene en etudiant les propriety 
d'une eau dans laquelle on a fait macerer de la levure de biere. 
Cette infusion agit sur le sucre de cann«, sur le maltose, sur 
les glucosides, et donne dans chaque cas un produit parti- 
•culier. 

Ces faits nous conduisent a nous demander si les cellules 
vivantes secretent une substance active unique ayant le pou- 
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voir J'agir siir ilifferentes conibinaisons chimiqucs, ou si, au 
contrairc, dies donnent naissance a iin melange cle plusieurs. 
enzymes, dont cliacun est apte a })roduirc line action spe- 
ciale. 

La meme question se pose pour les enzymes precipites de 
leurs solutions, car eux aussi, la plupart du temps, condui- 
sent a des resultats tres varies. • 

II est dilTicile de resoudre cetle question avec nettete, 
dans chaque cas particulier ; mais, en general, I'individua- 
lite des enzymes ne pent etre niee. 

Cette individualite devient evidente dans beaucoup de cas, 
lorsqu'on compare les actions des produits secretes par des 
cellules d'une espcce determinee qu'on place dans des con- 
ditions dilTerentes de nutrition. 

M. Duclaux a conslale qu'en cullivant le penicillum glau- 
cum sur des substances amylacees on refrouve, dans Ic 
milieu de culture, ime substance active complexe agissant sur 
Ic Sucre de canne ainsi que sur I'amidon. 11 est fort difficile 
de donner une preuve directe de Texistence dans ce milieu de 
deux enzymes differents, agissant Tun sur le saccharose, 
I'autre sur I'amidon car, en isolant les substances actives do 
ce milieu, soit par enlrainement, soit par Talcool, on obtient 
encore ime substance agissant sur differents hydrates de car- 
bone et donnant des produits differents. 

Mais la question pent ^trc resolue en faisant ime secondc 
culture de penicillum glauciuii et en rempla(;ant dans le 
milieu de culture Tamidon par le lactate de calcium. La 
substance active qui se forme agit cette fois tres activement 
sur le Sucre de canne, mais ne produit plus d'effet sur 
Tamidon. INous pouvons done conclure que dans le premier 
milieu de culture on etait en presence de deux enzymes, 
tandis qu'en cultivant la moisissure sur du lactate de cal- 
cium on n*a obtenu qii*un seul d'entre eux. 

Notre conclusion sera renforcee si nous pouvons trouver 
d'autres exemples dans lesquels une substance active produira 
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une action exclusivemcnt sur le saccharose, ou sur ramidon. 
Ces exemples sont tres nombreux. C'est ainsi qu*unc infusion 
d'orge agit sur Tamidon sans agir sur le sucre et que ramy- 
lase recueillie dans la caillette de mouton agit sur I'amidon ct 
reslc sans action sur le saccharose. On pent aussi constater 
la presence dans la salive d'un ferment agissant sur I'amidon 
sans donner lieu a aucune transformation du saccharose, 
surtout si la salive ne contient pas de ferments figures. Une 
infusion de levure pent agir sur le sucre et laisser Tamidon 
absolument intact. 

Dans certains cas Tindividualite des enzymes peut etre 
controlee par des moyens differents de ceux que nous venous 
d'exposer. Si Ton abandonne, par excmple, de la levure de 
biere au contact prolonge d'eau additionnee d'ether ou de 
thymol, on constate que la liqueur agit a la fois sur le sucre 
de canne et sur le maltose. Nous pouvons done nous 
demander si la diastase transformant le maltose n'a pas en 
meme temps une action sur le sucre de canne. L'existence 
de deux ferments est ici facile a demon trer. II suffit de lais- 
ser la meme levure en contact avec de Teau, mais pendant 
un temps tres court : on constate alors que le liquide contient 
une substance agissant sur le sucre de canne sans avoir la 
moindre action sur le maltose. Dans le cas actuel on parvient 
a separer les deux enzymes grace a cette circonstance que 
Tun d'eux est retenu tres faiblement par les cellules qui le 
s^cretent, tandis que I'autre traverse tres dilTicilement la 
membrane cellulaire. 

Nous avons vu que la diastase du malt agit sur Tamidon 
en donnant du maltose et de la dextrine ; elle agit aussi sur 
le trehalose qu'elle transforme en glucose. Quelques auteurs 
en ont conclu qu'on se trouve en presence d'une seule ct 
unique substance. Mais I'amylase qu'on retire de la salive 
agit sur Tamidon absolument de la meme maniere que 
I'amylase du malt, tandis qu'elle n'agit nullement sur le 
trehalose. 
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Nous croyons done que, dans ee eas aussi, il est plus 
logique d'admettre la presence de deux enzymes differents 
dans I'infusion de malt, que d*expliquer le phenomene en 
supposant qu'il existe dans la salive et dans Tinfusion de 
malt deux diastases differentes agissant toutes deux de la 
meme maniere sur I'amidon et se diflerenciant par leur 
action sur le trehalose. 

L'emulsine agit sur les glucosides, mais, en meme temps, 
cette substance active peut transformer le sucre de lait en 
glucose et galactose. 

Dans Temulsine la presence de deux diastases devient evi- 
dente, a notre avis, si Ton considere que les substances 
actives secretees par cerfaines levures out la faculte de trans- 
former le Sucre de lait sans agir en aucune fa^on sur les 
glucosides. 

C'est par une serie importante de faits de cette nature qu'on 
est parvenu k constater que, dans un grand nombre de cas, 
les secretions cellulaires sont composees de differentes sub- 
stances actives et que Taction chimique de chacun de ces 
enzymes est limitee a un certain nombre de corps. 

Ces faits sont assez nombreux pour qu'on puisse en tirer 
une conclusion generale en faveur de Tindividualite des enzy- 
mes. Et, en realite, il est difficile d'admettre que la m6mc 
substance active puisse, dans un cas determine, produire une 
action sur deux ou trois substances chimiques, tandis que 
dans un autre cas son action scrait limilce a une seule de 
ces substances. 

Comme nous venons de le voir, une diastase ayant une 
action hydratante ou oxydante n*agit pas sur toutes les 
substances susceptibles de s'hydrater ou de s'oxyder ; Tagent 
diastasique differe completement d'un agent chimique ayant 
une fonction d^terminee et Texergant independamment de la 
constitution des corps sur lesquels il agit. Par Taction d'un 
acide mineral, par exemple, on obtient le dedoublement du 
saccharose, la saponification des matieres grasses, la decom- 
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position des glucosides, la peptonisation des mati^res albu- 
mino'ides, en un mot tous les phenomenes que nous rcn- 
controns dans le travail diastasique hydratant. Les diastases, 
^u contraire, produisent les dedoublements et les hydra ta- 
ctions par des agents nombreux capables chacun d'un travail 
diastasique determine et ne pouvant s'excrcer que sur un 
nombre tres limite de substances. 

L'action des acides est done jusqu'a un certain point 
ind^pendante de la constitution des corps sur lesquels ils 
^gissent, tandis que les diastases n'exercent leur action hydra- 
tante ou oxydante que sur des corps d'une structure strictc- 
ment determinee. 

Un enzyme hydratant pent quelquefois exercer son action 
sur differents corps, mais^ condition que la constitution 
"chimique de ces corps soit tres voisine de celle de la dias- 
tase et qu'ils puissent fournir les memes produits de dedou- 
blement. 

C'est ainsi que nous voyons I'amylase exercer son action 
sur I'amidon, sur le glycogene, sur la dextrine, et donnor 
toujours le meme produit final : le maltose. 

La pepsihe agit sur un grand nombre de corps, par exem- 
ple, sur toutes les substances albuminoides. 

Or, tous ces corps se ressemblent et ont une structure tres 
analogue puisque leurs produits de dedoublement par la 
diastase sont toujours les memes : le proteose et la peptone. 

Les enzymes des glucosides paraissent capables, a pre- 
miere vue, d'une action plus energique et s'etendant a des 
corps chimiquement differents, mais cette anomalie n'est 
qu'apparente : Temulsine qui agit sur des corps tres com- 
plexes n*a d* action que sur la partie commune a toutes les 
molecules de glucosides. 

L*action de I'emulsine est due a raflinite qu'elle a pour le 
glucose, et, comme Ta demontre Emile Fischer, cette aflinite 
se trouve liee a la structure geometrique des hydrates de 
carbone. 
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L'emulsine agit non seulement sur les glucosides naturels, 
mais aussi sur les elhers artificiels qu*on obtient avec le glu- 
cose. 

En etudiant raction des enzymes sur les ethers artificiels, 
Emile Fischer a constate ce fait tres interessant que Taction 
ou rinaction d'un enzyme depend, non seulement de la com- 
position de la substance sur laquelle on le fait agir, mais 
aussi de sa configuration. En traitant le glucose par Talcool 
methylique en presence d'acide chlorhydrique on obtient deux 
ethers isomeriques difierant par leur structure geometrique a 
cause des carbones asymelriques de la chaine glucoside. 

La formation de deux ethers isomeriques est facile a expli- 
quer : le groupe aldehydiquc du glucose disparait par Tac- 
tion de Talcool en presence de Tacide chlorhydrique et la 
deshydratation se produit dans la chaine des glucoses meme 
en donnant naissance a un groupe etherique intermolecu- 
laire. Le carbone du groupe aldehydique devient ainsi asy- 
metrique ct en consequence Tapparition de deux st6reiso- 
meres devient comprehensible. 

Les deux glucosides isomeriques : 

-CH3 




HjCC 




:0H HOGH, 

a. Methyl- dexlroglucoside. p. M6thyl-dextroglucoside. 

se comportent differemment sous Taction des enzymes. 

L'emulsine, qui agit sur certains derives du glucose et du 
galactose, agit aussi sur le ^-methylglucoside, mais elle n*a 
pas d'action sur Tisomere a. 

Dans les Icvures de biere, on trouve un autre ferment so- 
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lublc qui agit sur les glucosides naturels, mais ce ferment 
est absolumcnt sans action sur le g-methylglucoside, tandis 
qu'il agit sur I'isomere a. 

Get exemple est une nouvelle preuve de Tindividualite des 
enzymes et montre d'une fagon frappante Vinfluence quo 
pent avoir sur Inaction diastasique la structure des coi^s clii- 
miques sur lesquels elle s'exerce. 

Emile Fischer a emis riiypothese qu'une action diastasique 
ne peut se produire qu'a la condition qu'il y ail une relation 
stereochimique entre la substance agissante et le corps sin* 
lequel y agit. 

D'apres lui, il faut que les ferments et les substances sur 
lesquels ils agissent aient une structure geomelrique sem- 
blable, ou tout au moins certains rapports de structure. 

Nous croyons que cette hypothese peut expliquer d'une 
fagon toute particidiere Tapparition de differentes diastases 
dans une cellule soumise a difierents modes de nutrition. 

Une cellule nourrie avec de Tamidon secretera une sub- 
stance active ayant la structure stereo-cliimique de I'amidon, 
tandis que si la cellule se nourrit avec du sucre de canne, la 
diastase qu'elle formera aura la constitution geometrique du 
Sucre de canne. 

Nos connaissances sur les enzymes oxydants sont beaucoup 
moins etendues que celles que nous possedons sur les enzy- 
mes hydratants. Mais les faits observes jusqu'ici demontrent 
indiscutablement que dans ce cas comme dans le precedent 
on se trouve en presence d'individualites differentes, agis- 
sant toutes comme oxydants, mais en s'adressant a des ma- 
teriaux differents. 

Pour cette classe de corps on a pu egalement con stater 
que la place des divers groupements chimiques dans les 
molecules des substances oxydables influe considerablement 
sur I'activile des enzymes. 

On connait des exemples d'enzymes oxydants agissant sur 
toute une serie de corps homologues, et dont Taction se pro- 
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duit, meme si Ton subslituc un groupe a un autre tandis 
que Taction de ces meines enzymes cesse lorsqu'on change la 
disposition des groiipenients. 

C'est ainsi que la laccase qui oxyde le diphenol, ses ho- 
mologues et les produils de substitution de ces substances, 
exerce son action sur tons ces derives quand les deux grou- 
pements oxydriles se trouvent dans la position ortho, tandis 
que la meme diastase n'agit pas sur les produits isomeriques 
dans lesquels ces memes groupements occnpent la position 
meta. 

Classification des enzymes. — Main tenant que nous 
avons acquis quelques connaissances generales sur les enzy- 
mes et sur leur mode d'action, nous pouvons nous occuper 
des proprietes individuelles de chaque enzyme connu. Mais 
avant d'aborder cette description, il est necessaire de nous 
niettre d'accord sur la nomenclature et sur la classification 
des diastases. 

Les cliimisles qui ont decouvert les premieres diastases les 
ont designees, en se plagant a differents points de vue, sous 
des noms fort divers. 

Tant que I'etude des enzymes n*a portc que sur un petit 
nombre de substances, les inconvenients de cette nomencla- 
ture n'ont pas etc tres grands. Mais, a I'heure presente, on 
connait deja un nombre respectable de diastases, et ce nom- 
bre tend indiscutablement a s'accroitre encore. 

Dans ces conditions, il serait desirable d'avoir une nomen- 
clature logique, permetlant de designer un ferment par un 
nom donnant une idee nettc de ses caracteros propres. 

S'inspirant de cette necessite, M. Duclaux a clierche a 
creer une nomenclature rationnelle, en designant un enzyme 
par le nom du corps sur lequel on a observe pour la premiere 
fois son action ; et, afm de distinguer la substance sur laquelle 
la diastase exerce son action de I'enzyme lui-meme, il a 
2)ropose d'ajouter au radical du nom la terminaison use. 
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C'esl ainsi que la diastase agissant siir la caseinc fut ap- 
pelee casease, ct que la. diastase qui Iransforme Tamidon 
(amylum) deviciit Yamylase. 

Malheureusement, la nomenclature de M. Duclaux n*a pas 
etc adoptee par tous les savants, et un certain nombre de 
diastases nouvelles ont re<ju des auteurs qui les ont decou- 
vertes un nom ayant bien la terminaison ase, mais dont le 
radical, au lieu d'etre celui du nom de la substance sur la- 
quelle la diastase agit, est celui du nom de la substance pro- 
duite par la reaction. 

Ainsi la glucase de Cusenier n'est pas une diastase agissant 
sur le glucose, mais une substance active transformant Ta- 
midon et le maltose en glucose. 

Cette nouvelle nomenclature presente le grand desavantage 
d*amener des confusions et il eut ete preferable d*en rester a 
la nomenclature de M. Duclaux, quoiqu'elle ne reponde pas 
non plus a tous les desiderata. 

II est mauvais de prendre comme radical du nom celui 
du produit forme, car les differenteg diastases peuvent, k la 
fin de la reaction, donner des produits identiques, tout en 
agissant sur des corps tres differents. Ainsi, nous connais- 
sons, en dehors de la glucase, toute une serie d'autres 
ferments qui transforment certains hydrates de carbone en 
glucose. 

II est vrai que la nomenclature de M. Duclaux donne lieu, 
elle aussi, a des confusions. Ainsi, Taction de la glucase a eto 
constatee la premiere fois sur Tamidon ; on devrait done de- 
signer cet enzyme par le nom d'amylase, nom applique a 
la diastase du malt. 

II est done necessaire de tenir compte, non pas seulement 
de la substance sur laquelle agit la diastase, mais encore do 
la substance produite par la diastase. En se plagant a ce 
point de vue, on devrait nommer la glucase de Cusenier 
Tamylo-glucase, c'est-a-dire indiquer que c'est une diastase 
agissant sur I'amidon et produisant du glucose. La diastase 
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ilu malt, ail contraire, devrait s'appeler ramylo-maltase, 
puisque le produit final resultant de Taction de cette diastase 
sur Tamidon est le maltose. 

Cependant, dans le present travail, nous nous en tiendrons 
a Tancienne nomenclature et nous donnerons aux diastases 
les noms que Ton rencontre generalement dans la litterature. 
La raison de cette fa^on d'agir est que nous savons tres 
bien que tout changement de nomenclature, tout en ayant 
pour but de simplifier les choses, ne fait qu'apporter une 
complication de plus, et aboutit, en somme, au resultat con- 
traire a celui qu'on s'etait propose. 

La classification la plus rationnelle des enzymes consiste a 
les distinguer d'apres le travail chimique qu'ils produisent. 

Nous savons deja que les diastases peuvent produire une 
hydra tation, une oxydation ou une transformation molecu- 
laire. 

Nous decrirons done les diastases en les rangeant d'apres 
le caractere chimique de leur action. 

L'etude des diastases des matieres proteiques fera Tobjet 
du second volume du present ouvrage. Nous ne nous occu- 
perons dans le premier que des diastases produisant, soit 
line hydratation, soit une oxydation, soit un changement 
moleculaire. 

Les diastases hydratantes agissent sur les hydrates de car- 
bones, les matieres grasses, les glucosides, les matieres pro- 
teiques et Turee. 

Les oxydases agissent sur des corps de natures tres diffe- 
rentes : les alcools, les phenols, les amides, les matieres 
grasses, etc. 

Les enzymes determinant les transformations mol6culaires 
sont trop peu nombreux pour qu'on puisse designer beaucoup 
de corps susceptibles de subir leur action. 
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Classification des ferments solubles. 

A. FERMENTS SOLUBLES HYDRATANTS. 

l® Ferments solubles des hydrates de carhone. 









SUBSTANCES SUR LESQUELLES 


PRODU1T8 


NOUS DES 


ENZTUES 




L*ENZTME AGIT 


DE LA REACTION 


Invertine ou 


I sucrase. 




Sucre de canne. 


Sucre interverti. 


Amylase ou 


diastase. 




Amidon et dextrine. 


Maltose. 


Glucase ou i 


maltase. 




Dextrine et maltose. 


Glucose. 


Lactase. 






Sucre de lait. 


Glucose et galactose. 


Trehalase. 






Trehalose. 


Glucose. 


Inulase. 






Inuline. 


Levulose. 


Cytase. 






Cellulose. 


, Sucres. 


Pectase. 






Pectine. 


Pectates et sucres. 


Caroubinase 






Caroubine. 


Garoubinose. 




2"^ Ferments solubles des glucosides. 








SUBSTANCES SUB LESQUELLES 


PBODUITS 


ROMS OES 


ENZYMES 




ILS A6ISSENT 


DB LA REACTION 


Emulsine. 






Amygdaline et autres 
glucosides. 


Glucose. Essence d a- 
mandcs amdres et 
acide cyanhydrique. 


Myrosine. 






Myronate dc potassium 


Glucose et isosulfocya- 
nate d'allyle. 


Betulase. 






Gaultherine . 


Essence de gaultheria, 
glucose. 


Rhamnase. 






Xanthoramine. 


Rhamnetine, isodul- 
cite. 




3° Ferments solubles des matieres grasses. 


Sl6apsine. 
Lipase. 




\ 
\ 


Matieres grasses. 


Glycerine et acides 
gras. 


4 


o Ferments solubles des matikres 


proteiques. 


Presure. 






Gaseine. 


Gaseium. 


Plasmase. 






Fibrinogene. 


Fibrine. 


Gasease. 






Gaseine. ( 
Mati6res albuminoi'desj 

Id ^ 




Pepsins. 






Proteoses, peptones. 


Trypsine. 




\ 


Proteoses, peptones, 


Papaine. 




) 


lU. 


amides. 
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5° Ferments de I'uree. 




Urease. 


Uree. 


Carbonate d amnao - 
nium. 




B. FERMENTS SOLUBLES OXYDANTS. 


Laccasc. 


Acide uruschique. 


Acide oxyuruschique 




Tannin, aniline, etc. 


Produits d'oxydation 


Oxydine. 


Maliercs colorantes des 
cereales. 


» 


Malase. 


Maticres colorantes des 
fruits. 


» 


Olc^ase. 


Huile d'olive. 


Produits d'oxydation. 


Tyrosinase. 


Tyrosine. 


» 


Oenoxydase. 


Mati^re colorante du 


» 



G. FERMENT PROVOQUANT L£ DEDOUBLEMENT MOLECULAIKE. 

Zymase ou diastase Divers sucres. Alcool et acide carbo- 

alcoolique. nique. 
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SUCRASE 



Extraction de la sucrase des levures. — Secretion par Taspergillus 
niger. — Preparation de la sucrase Si I'etat sec. — Influence de la quan- 
titc et du temps. — Influence de la temperature. — Difference entre 
les proprietes des sucrases d'origines differentes. — Rule de I'acidite et 
de I'alcalinite du milieu. — Action de I'oxygcne et de la lumiere. 
Action des substances chimiques. — Mode de secretion de la sucrase dans 
ics cellules. — Dosage de la sucrase. — M6thode de Fernbach. — Me- 
thode d'Effront. 



La sucrase est une diastase capable de transformer le 
Sucre de canne en sucre interverti. Le saccharose, sous 
Taction de la sucrase, se dMouble en fixant une molecule 
d'eau et en donnant deux monosaccharides : le glucose et le 
levulose 

C«2H220n + H20 = C«H<20« -4- C«H<20o. 
Sucre de canne glucose levulose 

La sucrase est tres repandue dans la nature. On constate, 
par exemple, sa presence dans la salive, dans le sue gastrique 
et dans Tintestin grele. 

Le Sucre de canne, conserve pendant quelque temps dans 
la bouche, est Iransforme, sous Taction de la salive, en sucre 
interverti. Cepcndant, cette transformation n'est pas due a 
Taction d'une secretion des glandes salivaires, mais bien a la 
sucrase elaboreo par les nombreuses bacteries qui se trouvent 
dans la salive. Au surplus, la substance active dont on cons- 
tate Tapparition dans la bouche, ne transforme que des 
quantit^s fort limi tees de sucre de canne. 

Effromt. Les Enzymes. 5 
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Les diastases dii sue gaslriqiie sonl douees d'un pouvoir 
inlcrverlisscur bcaucouj) plus energique. Cependant, malgre 
celte energie, I'inversion du saccharose ne s'acheve pas en- 
core dans Testoniac. L ne parlie notable du sucre dc canne 
absorbe penetre dans la circulation sans avoir prealablement 
subi Taction des diastases el c'est seulement dans Tintestin 
gr^le que la transformation devient complete. 

On ne constate pas la presence dans le sang de substances 
actives capables de transformer le saccharose. 

Le sue injeete dans les veines ou dans le tissu cellulaire 
d'un animal, se retrouve elimine dans Turine ; mais cette 
elimination ne se produit pas lorsque le sucre est injeete dans 
la veine-porte. II traverse alors le foie etsubit, en passant par 
eet organe, une action diastasique energique qui I'intervertit 
completement. 

La sucrase est aussi Ires rcj^andue dans le regne vegetal : 
on la trouve dans les bourgeons, dans les lleurs ainsi que 
dans les feuilles d'un tres grand nombre de plantes. En outre, 
de nombreuses moisissures, telles que Vaspergillus nigery 
le mucor racemosus, le penicilluin glancum^ le ijenicillum 
Duclanjci, Yaspergillns orizae, les levures et tout une seric 
d'autres ferments, produisent aussi I'inversion du saccharose. 

En regie generale, une cellule se nourrissant de sucre 
doit necessairement contonir une sucrase. 

Cette regie a etc cependant combattue par Hansen qui a 
(ait remarquer que la moisissure appelee monilia candiday 
tout en se nourrissant de saccharose, ne secrete pas de su- 
crase. Cette assertion a etc vietorieusement refutee par E. 
Fischer, qui, dans une elude plus approfondie de cette moi- 
sissure, a constate quelle eontenait en realite une sucrase, 
mais que I'enzyme etait relenu dans les cellules et n'apparais- 
sait que diflicilement au dehors. 

Dans la litterature, la sucrase est designee sous differents 
noms : on I'appelle ferment glucosique, cytozymase, zymase 
et invertine. 
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La decouverte de cet enzyme est due a Dobereiner et a 
Mitscherlich. Ces savants ont constate les premiers que la 
levure de biere intervertissait le saccharose. lis ont encore 
remarque que cette substance active pent ^tre extraite des 
levures par un lavage a Teau. Berthelot parvint le premier 
a isoler la diastase a Tetat solide en la precipitant de Teau 
des levures par Talcool. 

Mode de preparation. — II cxiste differents modes de 
preparation de la sucrase. 

On pent facilement obtenir la substance active en mettant 
de la levure de biere en contact avec de Tcau additionnee de 
quelques gouttes de chloroforme; au bout d'un certain 
temps, la substance active se dissout dans Teau. On filtrc 
ensuite le liquide pour le separer des cellules de levure qui 
y sont en suspension. 

II va de soi que la solution qu'on obtient ainsi est loin 
d'etre composee uniquement de sucrase, la levure contenant, 
outre la sucrase, d'autres matieres extractives qui entrent en 
solution en meme temps que celle-ci. Malgre cela, Tinfusion 
est tres active etpeuttres bien servir a Tetude de la sucrase. 

Un mode de preparation plus rationnel de cet enzyme 
consiste a Textraire d'une culture d'aspergillus niger sur 
liquide Raulin. Toutefois I'exlraction de la diastase de I'asper- 
gillus niger exige, pour donncr des quantites suflisantes 
d'enzyme, I'observation dc ccrtaines conditions sans lesquelles 
les resultats ne seraient pas satisfaisants. 

La meilleure fagon de proceder a ete indiquee par Du- 
claux. II conseille de laisser une culture d'aspergillus niger 
se developper sur une grande surface de liquide Raulin, 
pendant environ quatrc jours, et, au moment ou les moisis- 
sures formees ont pris une couleur verte ou brun clair, de 
soutirer le liquide et de le remplacer par de Teau pure ou de 
I'eau sucree. Sur ce nouveau liquide on laisse croitre de nou- 
veau I'aspergillus pendant 2 ou 3 jours jusqu'a epuisement 
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complet (lu milieu nutrilif. A ce moment, les enzymes secretes 
par les plantes entrent en solution, et il ne reste plus qu'a 
filtrer le liquide pour le debarrasser des debris de moisissures 
qui peuvent s'y trouver en suspension. La solution de sucrase 
preparee de cette faQon est tres active et contient relativement 
peu d'impuret^s. 

Pour cmpecher le liquide de s'alterer pendant la croissance 
de la plante, on pent Tadditionner de quelques gouttes d'es- 
sence de moutarde qui, agissant comme antiseptique, preserve 
le milieu de Tinvasion des ferments figures sans nuire i la 
diastase. Cependant, ilest preferable de cultiver la moisissure 
dans le liquide sterilise, et d'ensemenser ce liquide avec une 
culture pure d'aspergillus niger. Lorsque la planlc s'est suffi- 
samment developp^e sur le liquide Raulin, on remplace cette 
solution par de I'eau distillee que Ton a eu soin de steriliser au 
prealable. 

Pour obtenir la sucrase a I'etat sec, Ed. Denathe indique 
lo procede suivant : on fait macerer pendant quelques temps 
<lc la levure de bifere dans de I'alcool absolu ; on decantc en- 
suite Talcool, on filtre et on seche en exposant a Fair. On 
obtient ainsi une masse cassante, que Ton pulverise et que 
I'on fait de nouveau infuser dans de Teau distill6e. On filtre 
cotte infusion pour retenir les cellules de levure qui s*y trou- 
vent. Cependant, comme les cellules passent facilement au 
1 ravers du filtre, il faut encore s'assurer par un cxamen mi- 
croscopique qu'elles ont toutes disparu du liquide. Dans le cas 
contraire, il faut filtrer a plusieurs reprises sur double filtre. 
Lorsque le liquide est exempt de cellules, on I'additionne 
d'ether et on agite. On voit alors apparaitre une substance 
visqueuse qui reste en suspension dans la partie superieure 
du liquide et qu*on separe du reste de Tinfusion. Cette sub- 
stance est ensuite traitee par de Teau distillee et versee goutte 
a goutte dans de Talcool absolu, ou il se produit un precipit6 
pulverulent. Ce pr6cipite, separe du liquide, est lave a Talcool 
ct seche dans le vide. 
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Ce procetle permet d'oblenir une poiidre blanche, gonflant 
dans Tcau et s'y dissolvant tres dillici lenient. Elle se con- 
serve pendant ties longtemps et posst^de un grand pouvoir 
diastasique. lis semble hors de doule, cependant, qu'une no- 
table par tie de la substance active doit se coaguler par le 
fait des traitements a Talcool et a Tether et, par consequent, 
devenir inactive. 

La marche de Tinversion du saccharose par la sucrase de- 
pend de la quantite de substance active miseen ceuvre, ainsi 
que des conditions physiques et chimiques du milieu dans 
lequel s'opere la transformation. L'etude des conditions spe- 
ciales qui favorisent ou retardent Taction diastasique est 
d'autant plus interessante qu'elle fournit des donnees tres 
precieuses, aussi bien au point de vue theorique qu'au point 
de vue pratique. Nous accorderons done a cette question tout 
le developpement qu'elle merite. 

jNous etudierons d*abord Tinfluence qu'exercent sur la 
vitesse de Tinversion la quantite de sucrase et la tempera- 
lure a laquelle on opere. Nous determinerons ensuite le role 
du temps dans Tinversion, ainsi que Tinfluence de Tacidite 
et de Talcalinite du milieu. ■Nous verrons enfin, comment la 
Jumiere, Toxygene et un certain nombre d'autres sub- 
stances chimiques, influent sur la vitesse de la transforma- 
tion. 

Influence de la quantite et du temps. — Lorsqu'on 
fait agir la sucrase sur une solution de saccharose, les resul- 
tats qu'on oblient sont fort diflerents suivant la quantite de 
substance active employee, 

Si Ton se place dans des conditions determin^es on pen I 
constater un rapport presque constant entre la quantite dc 
sucrase employee et la quantite de sucre interverti. Cettcj 
proportion est, jusqu'a un certain point, independante de la 
richesse en sucre du liquide dans lequel travaille la diastase. 

Si, par excmple, on fait agir i et 2 centimetres cubes dc 
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siicrase pendant Ic menie temps et a la meme temperature, 
sur ties quantites egales de saccharose, on constate qu'avec 
2 centimetres cubes de sucrase on obtient deux fois plus de 
Sucre interverti qu'avec i centimetre cube de substance 
active. 

Toutefois, il faut remarquerquecetteproportionnalite entre 
la quantite de substance agissante et la quantite du produit 
forme n'est pas toujours constante. M. Duclaux a observe que 
la loi de proportionnalile ne se verifie que si Ton emploie la 
sucrase a tres faible dose, et que si Ton arrele T inversion a 
son debut. La proportionnalite subsisle jusqu'au moment ou 
lo a 20 pour 1 00 du sucre est interverti, apres quoi elle 
cessc. 

Lorsqu'on eludie I'influence du temps sur Taction de 
la sucrase, on constate des phenomenes absolument ana- 
logues. 

L'invertine est un enzyme excessivement energique. 
D'apri»s M. Duclaux, i gramme de substance active trans- 
forme jusqu'i /looo fois son poids de sucre. Cependant, 
tout en elant tres energique, Taction de cette diastase est 
relativement lente. 

En abandonnant a la temperature de 50** une solution de 
10 pour 100 de saccharose avec i centimetre cube de su- 
crase nous avons obtenu les resultats suivants : 



Aprfes I hciire. 

— 2 heures. 

— 3 — 

— 4 — 

— 5 — 



0,30 de sucre interverti. 
o,4i — 

o,Go — 

0,80 — 

0.97 — 



Cette experience permet de constater la grande lenteur 
avec laquelle se produit Tin version. Remarquons, en outre, 
que la quantite de sucre interverti augmente proportionnel- 
lement a la dur^e de Taction. 

Ainsi, apres 2 heures, nous trouvons a peu pres deux fois 
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plus dc Sucre interverti qu*apres unc hcurc et, apres 5 heures, 
presque cinq fois plus. 

Mais a partir de ce moment la proportionnalite cesse d'exis- 
ter. Si nous continuous, en eflet, a suivre Taction de la sucrase 
dans Tessai precedent, nous obtenons : 

Apres 10 heures. . . 1,73 de sucre interverti. 

— 20 — ... 3,12 — 

Si la transformation s'etait continuee avec la mSmc vitessc 
qu*au commencement de Taction, on aurait obtenu : 

Apres 10 heures. . 2,00 de sucre interverti. 

— * 20 — ... 4,00 — 

Le ralentissement que nous constatons commence au mo- 
ment oil environ 20 pour 100 du sucre a etc transforme et, 
au fur et a mesure que Tinversion se poursuit, le ralentisse- 
ment continue a s'accentuer. 

La marche irreguliere que nous obsei-vons dans Taction 
do la sucrase a fait le sujet de differentes etudes et occupe 
beaucoup de savants. EUe a donne naissance a di verses hypo- 
theses que nous examinerons dans la suite de cette etude. 
Contentons-nous maintenant d'enregistrer le fait et passons 
a Taction de la temperature. 

Influence de la temperature. — La temperature joue, 
dans Tinversion du saccharose, un role tres important et 
exerce une influence considerable sur le degre d'activite de 
la sucrase. 

A 0° Tinvertine n'exerce qu'une action tres faible, qui 
s'accroit considerablement avec la temperature. Get accroisse- 
ment se produit avec une certaine lenteur entre 5° et So**. 
Au contraire, au dela de cette temperature, de So** a 5o^, 
Tactivite diastasique augmente d*une fagon tres rapide. 

En laissant agir pendant une heure Tinvertine des levures 
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siir une solution de sucrc a 20 pour 100, nousavonsoblenu, 
avec la m^me quantite de sucrasc, a des temperatures diffe- 
rentes, les chiffres suivants : 



TEMPERATURE 


SUCRE INTERVERTI 


DECAYS CEMTIORADES 


FOBHE 


0'* 





5'' 


o,o5 


I()0 


0,11 


I 5'^ 


0,18 


30" 


0,35 


3o- 


0,4 


4o" 


i,6;\ 


5o" 


2,3 


Co" 


3,1 



La temperature a laquelle I'inversion marche avec la plus 
grande rapidite serait, d'aprcs Kjeldahl, 62°, 5; au dela, la 
diastase commencerait a s'altcrer de plus en ])lus. 

Quand on cherclie a determiner la temperature de des- 
truction de la sucrase, il importe de se placer dans des con- 
dition's absolument in variables, parce que la concentration- 
du liquide, I'acidite, ainsi que les autres particularites du 
milieu, ont une influence considerable sur Tactivite de la 
diastase. 

La sucrase des levures, fortement diluee, j)eut etre main- 
tenue pendant une heure a 52**, sans perdre de son pouvoir 
inversif ; au contraire, des solutions plus concentrees de su- 
crase s'afi'aiblissent tres sensiblement lorsqu'on les maintient, 
meme pendant peu de temps, a cette temperature. 

Lorsqu'on place pendant une heure des levures dans de 
I'eau a 65°, la diastase de ces levures se detruit completement ; 
iandis qu*a cette meme temperature une partie de la substance 
active reste inalteree, lorsqu'on opere avec une solution tres 
diluee de sucrase. 

La cause de cette diflerence de resistance tient a ce que 



sue BASE 73; 

dans la substance extractive dcs leMires se trouvent, en phis 
de la sucrase, d'autres corps qui influent defavorablemeut 
sur la diastase, ct a ce que Taction retardatrice de cos sub- 
stances diniinue evidemmcnt avec le dogre de dilution de 
la solution. 

La presence de sucre dans le liquide con tenant de la sucrase 
augmente sensiblement la force de resistance de Tenzyme a 
la chalcur. 

En somme, les variations qu*on observe en Ire la tempe- 
rature optima et la temperature de destruction, sont assez 
notables. La temperature optima se trouve, d'apres diflerents 
auteurs, entre 5o° et 56® et la temperature de destruction, 
entre 65" et 70®. Mais Tactivite de la sucrase est dc^a consi- 
derablement aflaiblie dans le voisinage de la temperature de 
destruction. 

Sucrases d'origines differentes, — Kjeldalil a observe 
que la sucrase extraite des levures basses possede une tempe- 
rature optima diflerente de cclle de la substance active des 
levures liautes. Pour ces dernieres il a constate que la tempera- 
ture optima est de 3°, 5 plus elevee que celle des levures basses. 

II n'y a pas que la temperature optima qui varie avec 
I'origine de la sucrase : la plupart des proprietes de 1' enzyme 
dependent de cette origine ainsi que du mode de preparation. 

Ainsi la sucrase extraite des levures pent etre (illrec par le 
(litre Chamberland, tandls que la substance active de Tas- 
pergillus niger est completement retenue par le filtre. 

Dans la levure de biere, la sucrase se trouve a I'etat non 
combine et pent facilement etre extraite par I'eau ; dans la 
manilia Candida, au contraire, I'invertinc est retenue dans 
les cellules ou elle se trouve combinee a d'autres substances 
qui la rendent insoluble. 

Les sucrases provenant de levures diflerentes peu ven t encore 
diflerer par leur plus ou moins grande sensibilite vis-a-vis 
des reactifs chimiques. Fernbach a constate, par excmple, 
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que Tenzynie dc la levure de Tantonville est 5o fois plus 
sensible que la sucrase extraile des autres especes qu'il lui a 
ele donne d'eludier. 

Ces differences de proprietes, conslalees pour la sucrase, 
ne lui sont pas particulieres. Nous rencontrerons des faits ana- 
logues quand nous etudierons la pepsine, ainsi que beaucoup 
d'aulres ferments solubles. 

On pent expliquer ces differences par la presence de sub- 
stances elrangeres diverses, ayant la proprlete d*abaisser la 
temperature optima et la temperature de destruction, dc 
changer la solubilite des enzymes, et d'influer sur leur sen- 
sibilite vis-a-vis des agents physiques et chimiques. 

Cette explication revient a admettre que I'enzyme a, par 
lui-m^me, des proprietes constantes, et que si deux sucrases, 
par exemple, offrent des caracteres differents et se com- 
portent de fac^ons differentes, il en faut uniquement chercher 
la cause dans les conditions du milieu : dans la presence de 
substances douees d'un pouvoir accelerateur ou retardateur. 

Mais cette maniere de voir est loin d'etre admise par 
tous les auteurs. La difference qui existe enlre les proprietes 
dc deux enzymes de meme nature, mais de provenances 
differentes, a cte parfois interpretee tout autrement. On pent 
admettre, par exemple, que le miheu dans lequel Tenzyme est 
secrete influe non seulement sur le mode d' action mais encore 
sur la substance m^me de la diastase. 

Dans cette hypothese, la difference constateeentreles modes 
d'action des divers enzymes doit etre envisagee comme re- 
sultant d*une suite de changements dans la composition ou 
dans la structure chimiques de la diastase et Ton se trouve 
simplcment en presence de modifications diverses d*un Sneme 
enzyme. 

Nous venons de dire que la sucrase des levures hautes pro- 
duit son maximum d'effct a une temperature superieure a la 
temperature optima des levures basses. Cette difference peut 
etre attribute a un phenomene d'adaptation de la levure au 
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milieu dans lequel elle travaille, adaptation ay ant pour conse- 
quence la formation de diastases diflFerentes aux differentes 
temperatures. 

Cette adaptation au milieu se manifeste encore plus clai- 
rement lorsqu'on etudie Taction du sue gastrique. La pep- 
sine des animaux h sang chaud n'agit pas i o® et son ma- 
ximum d'effet se produit a 5o°, tandis que le sue gastrique 
des animaux a sang froid produit une action manifeste a o" 
et possede une temperature optima de 4o^. 

On connait tout une serie de faits analogues au pre- 
cedent qui peuvent justifier rhypothese de Tadaptation des 
diastases au milieu. »^ 

Mais Texistence de differentes varietes d'un meme enzyme 
est fort difficile a demontrer rigoureusement, car on se trouvo 
toujours en presence de melanges d'enzymes et de substances 
etrangeres plus ou moins bien determinees. Cependant nous 
sommes plus portes a ne pas admettre Texistence de differentes ' 
varietes d'un meme enzyme, parce que les variations des 
proprietes d'un m^me enzyme sont generalement peu pronon- 
cees et susceptibles d'etre reproduites artificiellement en 
partant d*une diastase determinee et en changeant simplement 
les conditions du milieu. Nous croyons plus logique d' admettre, 
jusqu*a preuve du contraire, que les variations observees avec 
des enzymes de provenances differentes sont dues a la pre- 
sence de substances etrangeres. 

Nous aurons d*ailleurs plusieurs fois Toccasion, en etu- 
diant individuellement chaque enzyme, de revenir sur cette 
question. 

Role de Vacidite et de ralcalinite du milieu. — 
L'acidite et Talcalinite du milieu influent considerablement 
sur la sucrase. Kjeldahl a demontre qu*une faible acidite est 
favorable a son action, tandis que de fortes doses d*acide ou 
d'alcali diminuent son pouvoir diastasique. 

Dans un travail tres complet, Fernbach a etudie la sucrase 
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de Taspergillus nigcr et a examine avec beaucoup de soins 
I'influence du milieu. Son elude a fourni sur la question de 
precieuses indications que nous allons resumer. 

Fernbacli a constate que la solution de sucrase extraite de 
Taspergillus niger possede toujours une reaction acide due 
a I'acide oxaliquc elabore, en quantite plus ou moins grande, 
par la moisissure. Celte reaction acide est, a la verite, tres 
faible ; cependant la solution diastasique peut etre additionnee 
de sonde diluee, a un degre encore tres appreciable, avaiit 
qu'elle bleuisse le papier de tournesol. 

La sucrase se montre encore tres sensible' h Taction de 
quanlites d'alcali assez faibles pour ne plus etre decelees par 
le papier de tournesol et les aulres indicateurs de I'alcalinite. 
Fernbacli a fait, pour demontrer cette sensibility aux acides 
el aux alcalis du milieu, Texperience suivante : 

II verse, dans 8 tubes a essai, 2 centimetres cubes d'une 
infusion de sucrase, ajoutc dans chacun d*eux des doses 
croissanles d'unc solution de sonde au i/i5ooo®, puis 
amene, dans chaque tube, le volume du liquidc a 10 centi- 
metres cubes par addition d'eau sucree. Au bout d*une 
heure d'action a 56", il determine la quantite de sucre 
interverti forme dans chacun des tubes et obtient les resul- 
tats suivants : 



[UM^ROS 


QUANTITE DE 


SOUDE 


SUCRE INTERVERTI 


DES TUBES 


AJOUTEB 




F n M iS 


— 


— 




— - 


I 


one 




35"'8:r 


a 


0,5 




3i 


3 


I 




25 


/i 


1,5 




17 


5 


a 




la 


6 


2,5 




7 


7 


3 




5 


8 


3,4 




3 



Le liquide accuse dans les lubes i, 2, 3, /i, une reaction 
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aclde; depuis le tube 4 jusqu*au tube 7 la solution est 
Ticutre; elle devient faiblement alcaline dans les tubes 7 
€t 8. 

On remarquera dans ce tableau que le sucre interverti 
forme diminue au fur et a mesure que la quantite de sonde 
augmente dans la solution . Lorsqu'on n'ajoute pas de sonde 
on obtient 35 milligrammes de sucre interverti, tandis que 
la simple addition de i,5 centimetres cubes de sonde au 
i/i5ooo®, quantite a peine suffisante pour neutraliser la 
solution, fait tomber la quantite de sucre interverti a 17 
milligrammes. Cette diminution d'environ 5o pour 100 est 
produite ici par Taction d*une dose de sonde ^quivalente k en- 
viron I gramme par hectolitre. 

Cette sensibilite extreme de la diastase k Talcalinite et k 

. I'acidite du milieu nous permet de decouvrir une des causes 

de la non-proportionnalite entre la quantite de substance 

active employee dans une inversion, et la quantite de sucre 

interverti qui en resulto. 

En effet, lorsque la sucrase est neutre et employee k faible 
dose, la quantite de matiere transformee est, nous Tavons 
vu, proportionnelle a la quantite de substance active mise en 
oeuvre, mais cette proportionnalite cesse d*exister lorsque les 
cssais sont effectues avec une solution de sucrase acide on 
faiblement alcaline. II est evident qu'en employant des quantites 
croissantes de sucrase, on introduit en m^me temps des quan- 
tites croissantes d'acide ou d'alcali, qui influent de plus en 
plus energiquement sur la marche de I'inversion et font 
cesser la proportionnalite. 

M. Fernbach a determine, dans son ouvrage, la dose a 
laquelle les diflerents acides donnent a la diastase son acti- 
vite maxima. Pour cela, il a neutralise tout d*abord, aussi 
exactement que possible, un liquide a sucrase et Ta acidifie 
ensuite a Taide de doses croissantes de diflerents acides. II 
a obtenu ainsi les resultats indiques dans le tableau suivant : 
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NOMS DES ACIDES 


DOSE FAVORABLE 

(Nombre de grammes 

par litre) 


DOSE NUISIBLE 

(Nombre de grammes 

pap litre) 


Acide sulfurique.. . . 

— tartrique. . . • 

— oxalique. . . . 

— succinique . 

— lactique. . . . 

— ac^tique. . . . 


0,035 

I 
0,066 

3 

3 
10 


0,2 

2 

0,1 

4 
10 
5o 



On voit qiie la dose favorable depend de la nature de 
I'acide employe. 

L'activite de I'enzyme augmcnte en presence de quantites 
mininies d'acide jusqu'au moment ou la dose maxima est 
atteinte; mais, une fois que celle-ci est depassee, la presence 
de Tacide devient nuisible k Taction diastasique qui s'affaiblit 
sensiblement. 

La dose d'acide oxalique produisant le maximum d'effet 
sur la marche de I'inversion ne possede pas, par elle-m^me, 
de pouvoir inversif a 56" ; mais les autres acides interver- 
tissent deja, par leur action propre, une certaine quantity de 
Sucre. Le sucre interverti forme en presence d'acides resulte 
done des actions combinees, de I'acide et de la diastase. 

II resulte de la qu'en employant differents acides, chacun 
a sa dose maxima propre, on obtiendra forcement avec 
une m^me quantite de sucrase des quantites differentes de 
Sucre interverti. Cette difference est due h Taction de Tacide 
seul et non a celle de la sucrase, car cette derniere est toujours 
influencee au m^me degre par les differents acides. 

Fernbach a fait une serie d'essais comparatifs pour etudier 
les actions combinees de Tacide et de la sucrase. II a pra- 
tique, sur diverses solutions sucrees, deux essais A et B, pour 
chaque acide. Dans Tessai A il a fait agir la dose maxima de 
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Tacide, additionnee d'une certaine quantity de sucrase ; dans 
Tessai B, il a fait agir I'acide seul. En determinant ensuite la 
quantite de sucre interverti forme dans chaque essai, il a pu^ 
par soustraction, determiner la quantite de sucre interverti 
qui pouvait elre attribuee a Taction speciale de la diastase. 
Ces essais, pratiques avec difierents acides, lui ont donne^' 
les resultats suivants : 





SUCRE 


SUCRE 


DIFFERENCE 


DOSES D ACIDE 


INTBRYERTI 




ou 


PAR LITRE 


par I'acide 


INTERTERTI 


SUCRE INTERVERTI 




et la diaslase 


par Tacide 


par la diastase 


Acide sulfurique . o , o5 


3i,3 


0,7 


3o,5 


— oxalique. . o,oCC 


3o 





3o 


— tartrique. . i 


4o 


8,6 


3i,4 


— succinique. 2 


34,2 


3,7 


3o,5 


— lactique. . 5 


4i ,5 


ia,3 


29,3 


— acetique. . 10 


37'9 


7,2 


3o,7 



On voit que les chiffres de la derniere colonne, qui desi- 
gnent les resultats de Taction diastasique proprement dite, 
sont identiques pour tous les acides, les petites differences 
que Ton observe pouvant etre attribuces h des erreurs de 
dosage. 

Cette experience demontre done le fait que nous avons 
enonce plus bant, a savoir que la diastase est toujours in- 
fluencee au meme degre par les differents acides. 

Cependant les donnees foiirnies par Fernbach sur Tin- 
fluence du milieu s'appliquent exclusivement a la sucrase 
secrelee par Taspergillus niger cultive sur liquide Raulin. II 
est probable que la meme moisissure, cultivee sur d'autres 
milieux, fournirait des liquides a sucrase n'accusant pas la 
m^me sensibilitc aux rcactifs. 

En outre, la determination des doses d'acide, paralysant 
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-Oil favorisant Taction diastasique, a toujours ete faite par lui 
a la temperature de 56° ; il est done presumable que les chiffres 
fju*il a trouves ne sont vrais que pour cette temperature. 

En realite, a 3o** et a /io° les quantites d'acide qui cor- 
respondent au maximum d'effet sont tout a fait difTerentes 
■des doses necessaires a la temperature de 56**. A ces tem- 
peratures, les doses d'acide doivent ^tre multipliees par 5 
pour produire le meme eflet qu'a 65". 

D'apres 0. Sullivan et Thompson, la dose maxima 
il'aeide depend encore de la quantite d'invertine employee, 
car ils ont constate qu*cn augmentant la quantite de sucrase, 
on doit aussi employer des doses croissantes d*acide. 

En somme, les influences que peuvent avoir les reactions 
•dn milieu sur la marche de I'inversion ont un caractere tres 
complexe. 

La sucrase retiree des levures offrc une resistance a Tac- 
tion des acides toute diflerente de la resistance que presente 
Tinvertine de Taspergillus niger. 

La dissolution de sucrase que Ton obtlent en faisant ma- 
•ccrer la levure dans Teau froide est generalement plus sensible 
^nx di verses reactions du milieu que la solution diastasique 
extraite de Taspergillus niger. La sensibilite de la sucrase des 
levures varie, en outre, avec la nature de la levure employee, 
•et, pour une m^mc levure, avec le mode de nutrition auqucl 
«lle a ete soumise. 

Fernbach a determine la dose d'acide qui se montre la 
plus favorable a Taction de la sucrase dans 3 esp6ces de 
levures (voir le tableau p. 8i). 

On voit, par T inspection de ce tableau, que la dose maxima 
•d'acide est de 0,2 centimetres cubes pour la levure de 
<::hampagne, de o,o5 centimetres cubes pour le saccharomyces 
Pastorianus et la levure de Pale ale, tandis que la sucrase 
oxtraite de Taspergillus niger ne donne un efTet maximum 
•qu'en presence de quantites d'acide beaucoup plus grandes. 
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DOSE 
d'aGIDE ACETIQUE 


LEV U BE 


SACCEIAROMYCES 


LEVUnE 


par litre 


DE CHAMPAGNE 


PASTOR I ANUS 


DE PALE ALE 


O 


38,3 


29'7 


18,8 


0,02 


38,7 


3i,9 


19,8 


o,o5 


63,9 


32,4 


22,3 


0,1 


74,3 


32,4 


25,5 


0,2 


79,4 


32.9 


28,3 


0,5 


78,4 


33 


29,4 


I 


7-^^ 


3i,3 


28,9 


2 


71.9 


• 29,6 


37,6 


5 


» 


)> 


» 


10 


5o,4 


» 


» 



L'influence considerable qu'exerce la teneur en alcali du 
milieu sur la marche de la transformation a conduit a sup- 
poser que Taction acceleratrice de Tacide provient d'une mo- 
dification apportee a la nature de Tenzyme par Taction de 
cet agent cliimique. 

Mais cette transformation dans la nature de la diastase est 
fort difficile a prouver, et semble etre, en tout cas, peu pro- 
fonde. 

La dose d'alcali paralysant franchement Tinversion ne 
provoque pas, en realite, de changement appreciable dans 
la substance active. La diminution d'activite est due aux 
conditions anormales du milieu, rendu refractaire a Taction 
des enzymes par Taddition d'alcali. Mais la substance active 
reste evideniment inalteree, puisqu'il suffit de neutraliser de 
nouveau le liquide, pour que le travail diastasique reprenne 
avec toute Tenergie initiate. 

C'est seulenient en augmentant la dose d'alcali dans dc 
tres fortes proportions qu*on detruit la diastase, tout commc 
on arrive a detruire les matieres albuminoides avec les niemes 
doses des memes agents. 

Effront. Les Enzymes. 6 
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Action de Foxyghne et de la lumiere. — M. Duclaux 
a, le premier, constate que Tair exer<:ait une action trfes appre- 
ciable sur la sucrase. 11 a observe qu'une solution de sucrase 
dans de I'eau ordinaire changeait de couleur au contact de 
Fair et devenait inactive a la suite de Toxydation. 

Cette oxydation de la sucrase est influencee a un tres haut 
degre par la presence ou I'absence de la lumiere, ainsi que 
par I'acidit^ ou Talcalinite du milieu. 

A Tabri de la lumiere et dans un milieu faiblement alcalin, 
I'alteration par Toxygene de Tair se produit tres rapidement ; 
ellc est moins prononcec dans un milieu neutre et se mani- 
feste lentement en presence d'un acide. En exposant une 
solution de sucrase a Taction de Tair a 35°, on detruit, 
en 48 heures environ, 5o pour loo de substance active ; a la 
temperature de 5o** Toxydation est plus rapide et on arrive 
au meme degre d'alteration apres 4 ou 5 heures d'action de 
I'oxygfene sur la' diastase. 

La lumiere seide, en Tabsence d'oxygene, est sans action 
sur la sucrase. Fernbach Ta montre en exposant a la lumiere 
solaire des tubes contcnant de la sucrase et dans lesquels il 
avait fait le vide. La sucrase est restee inalteree pendant 
plusieurs mois. 

Nous venons de voir que dans Tobscurite les acides 
conferaient a la diastase une resistance considerable a 
Taction de Tair. Lorsque la sucrase n'est pas a Tabri de 
la lumiere, il cesse d'en etre ainsi et cc sont les alcalis 
qui deviennent capables de proteger Tenzyme contre Toxy- 
dation. 

En laissant au contact de Tair et de la lumiere deux solu- 
tions de sucrase. Tune faiblement acide, et Tautre faiblement 
alcaline, on trouve que le liquide acide subit une alteration 
tres rapide, tandis que la solution alcaline se conserve plus 
longtemps. Ce fait a ete observe par Fernbach qui, en expo- 
sant a Taction de Tair et des rayons solaires, pendant 
48 heures, 3 solutions sucrees differemment acidifiees, a 
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trouve qu*elles possedaient au bout dc ce temps les pouvoirs 
diastasiques suivants: 

Liquide faiblement acide 3,7 

neutre 6,6 

faiblemenl alcalin 7,4 

L'influence favorable ou defavorable de Tacidite et de Tal- 
calinite du milieu sur Toxydation de la sucrase a ete fort 
bien mise en evidence par Texperience suivante ; 

5 solutions de sucrase accusant un pouvoir diastasique 
de 18, les unes acides, les autres alcalinisees a differents degres, 
furent soumises, dans Tobscurite, a Taction de I'air, a la 
temperature de 35® pendant 48 heures. 

L'analyse des pouvoirs diastasiques a la fin de Texperience 
donna les resultats suivants : 



NUM^ROS 


QUANTITE DACEDE 


pouvom 


DES ESSAIS 


EN MILLIONIEIIES 


DIASTASIQUE 


I 


430 


18 


a 


370 


18 


3 


Neutre. 


17 


4 


75 soude. 


i4,6 


5 


i5o soude. 


10,6 



On voit nettement, sur ce tableau, Taction preservatrice 
qu'exercent les acides en meme temps que Tinfluence nuisible 
des alcalis. 

L'etude des effets de la lumiere et de Toxygene sur Tin- 
version du saccharose, nous conduit a une conclusion prati- 
que relative a la conservation de la diastase. 

Pour conserver une solution de sucrase, il faudra, avant 
lout, eviter Toxydation et par consequent le contact de Tair. 
A cet effet, on fera le vide dans le flacon incomplelcment 
rempli, ou bien on recouvrira la solution diastasique d'une 
couche d'huile. J'ai pu constater dans mes cssais qu'une 
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solution d*invcrtlne preparec de cetle fagon possedait encore 
tonte son encrgie apres 3 mois de conservation. 

Action dea substances cbimiques. — La sucrase est 
Ires sensible an\ differenls rcactifs chimiques. M. Duclaux a 
completement eliicide cette question et donne des chifTres qui, 
sans elrc absolus, sont pourtant sulfisamment approches. 

Le clilorure de calcium paralyse d'une fagon tres ener^i- 
que Taction de la sucrase, et son influence relardatrice aug- 
mente avec la dose. 

Les clilorures de sodium et de potassium, apres avoir pro- 
duit un effet favorable lorsqu'ils sont a doses faibles, telles 
que 0,4 pour 100, deviennent, lorsque la quantite employee 
augmente, des paralysants de Taction diastasique. 

Le clilorliydrate d'ammonium, d'apres Nasse, agirail 
tres favorablement a la dose de 10 pour 100 et ne produirail 
pas de retard a dose faiblc. 

L'action des sels alcalins et des bases est, d'apres M. Du- 
claux, retardatrice et destructive aux doses suivantes : 



SKLS 


QUANTITE POUR lOO 


0,1 7o 


O.aVo 


0,/.Vo 


0,5 7„ 


o»8 7„ 


Arscniate de sonde. . . . 

Borate de soude 

Salicylate de soudo . . . 


4 
I,/* 


» 

2,5 

I 


» 

5,6 

1,3 


7.2 


» 

9.3 

» 



Le salicylate de sodium a la dose de 0,2 pour 100 parait 
etre sans eflet ; en presence d'une dose de o,4 pour 100 de 
ce sel, la force diastasique est diminuee, car il faut employer 
1,3 de diastase au lieu de 1, pour obtenir le meme effet. 
Le borate et Tarseniate de soude produisent un ralentissement 
tres sensible de Thydratation. En presence de 0,1 pour 100 
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d'arscniate de sodium la diastase se montre 4 fois molns 
active qu'en Tabsence de cet agent. 

Les antiscptiques agissent tres differemment sur le pouvoir 
diastasique de la sucrase. 

Le cliloroforme, Tether, Tessence de Wintergreen, em- 
ployes en grand exces, diminuent d'environ i/io Tactivite 
de la sucrase. 

Les substances toxiques ont aussi une action retarda trice, 
ainsi que le montre le tableau suivant dresse par M. Duclaux: 





QUANTITE POUR lOO 


SELS 


— - ' 


^^ 


-V 


1 — ^ 


— — 




o,oi 7o 


0,02 % 


o,o4 7o 


0,1 Vo 


0,2 7o 


Bichlorure de mercure. . 


» 


i,o3 


i,o4 


1,35 


i,4o 


Nitrate d argent 


1,26 


i,3o 


1,35 


0,70 


» 


Cyanure de potassium . . . 


» 


16, 3o 


44 


63 


» 



Le bichlorure de mercure a done une influence retarda- 
trice tres faible; en presence de 0,1 pour 100 la diastase 
est tres peu affaiblie. Le cyanure de potassium est un para- 
lysant tres energique; en presence de 0,02 pour 100 le 
pouvoir ferment devient 16 fois moindre. Le nitrate d'argent 
retarde d'abord, puis acc^lere la transformation, grtice, d*apres 
M. Duclaux, a I'acidite qu*il produit dans la solution sucr^e. 

Enfin I'alcool a 10 pour 100 produit un retard exprime 
par le chiflre : i,3. L'essence d'ail et d*autres essences ne 
produisent sur la marche de 1' inversion que des eflTets pres- 
que inappreciables. 



Formation de sucrase dans les cellules vivantes. — 
Nous avonsvuplus haut que toutes les cellules qui se nourris- 
sent de sucre de canne secretent de la sucrase. Nous allons 
niaintenant determiner quelles sontles conditions les plus favo- 
rabies a la secretion de Tinvertine par les cellules vivantes. 
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Dans les cellules de levure dc biere, cultivees dans un mout 
nutritif contenant du saccharose, on voit apparaitre de la su- 
crase. Pour expliquer ce phenomene on pent admetlre que 
les cellules se trouvant en presence de substances non assimi- 
lables, produisent une secretion capable de transformer ces 
substances en matieres assimilables. Mais en etudiant le phe- 
nomene de plus prfes, on constate que la secretion de sucrase 
n'est pas precisemcnt provoquee par le mode de nutrition 
de la cellule ; qu'elle semble etre plutot intimement liee a la 
nature de Torganisme et qu'elle se produit independamment 
des besoins reels de la cellule. 

Si, par exemple, on remplace dans le mout nutritif le 
Sucre de canne par un hydrate de carbone directement assi- 
milable, on voit, malgre ce changement, la secretion de 
sucrase se continuer. Dans ce cas, cependant, la nutrition 
dela levure ne necessite nuUement la presence de cet enzyme. 

Si la nature du sucre ne possede aucune influence sur la 
secretion de la sucrase, on n'en doit pas conclure que, d'une 
lagon generale, la secretion de la diastase est independante 
du mode de nutrition dc la cellule. L*experience a montre, 
au contraire, que la secretion diastasique est directement liee 
au mode d*alimentation, tout en etant independante de Thy- 
drate de carbone employe. Les levures cultivees dans un 
mout de biere secretent des quantites bien plus considerables 
d*invertine que les levures cultivees en solution simplement 
sucree ; la secretion de la sucrase est favorisee, dans ce cas, 
par les matieres azotees du malt. L*experience a demontre 
par exemple que Taddition de peptones augmcnte la quan- 
titc de sucrase dans le milieu de culture. 

Les substances les plus favorables a la culture de la levure 
ne sont pas toujours celles qui favorisent le plus la forma- 
tion de la sucrase. 

C'est ainsi que les phosphates, par exemple, qui influent 
Ires favorablement sur la levure, sont au contraire nuisibles 
a la formation de la sucrase. 
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Les malieres azol6es ne sont done pas les sculcs ayant uno 
influence sur la secretion de la sucrase. Malheureusement , 
on connait fort pen les conditions qui favorisent la formation 
de la diastase, conditions dignes cependant d'une etude 
approfondie, car elles sont de nature a nous fournir des ren- 
seignements tres interessants au point de vue theoriquc. 

Si les donnees nous manquent sur les conditions favorables 
a la formation de Tinvertine, nous sommes beaucoup mieux 
rcnseignes sur le mode de difiusion de la sucrase au travers 
des cellules. 

Pour etudier le mode de formation de la sucrase dans 
Taspergillus niger, Fernbach a procede de la maniere sui- 
vante : il a ensemence un certain nombre de cuvettes renfer- 
mant des volumes egaux de liquide Raulin, avec un nombre 
determine de spores provenant toutes de la meme culture 
d'aspergillus. II soumit ensuite le liquide ensemence a une 
temperature constante de 35°. 

II determina chaque jour dans un des essais le poids des 
plantes produites, le sucre restant, I'acidite, ainsi que la 
dose de sucrase fournie. 

Chaque cuvette renfermait 4oo centimetres cubes de liquide 
liaulin, I7^'',6 de saccharose, eto^'*,72 d'acide tartriquelibre. 

Les resultats qu'il a obtenus sont consignes dans le tableau 
snivant ; 
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En suivant sur cc . tableau les chiffres places sous la ru- 
briquc sucrase, on voit qu'au debut du developpement de 
lajeune plantc, alors qu'elle dispose de grandes quantites 
de Sucre, la sucrase n'apparait pas dans le liquide de culture 
et que Ton ne peut constater son apparition qu'au moment 
ou, le milieu etant prive de sucre, I'inversion ne se produit 
plus. 

Ce fait prcsente un grand inter^t; il nous montre que 
I'inversion ne se produit pas dans le liquide qui entoure la 
moisissure. La presence dans le liquide de 8, 3 grammes de 
Sucre interverti au bout de deux jours, tend a confirmer que 
la tiansformation se fait a Tinterieur de la cellule. 

Si nous acceptons cette hypotliese, nous devons en m^mc 
temps admettre que la sucrase cxiste dans la cellule depuis le 
debut et que la diffusion constatce se produit par suite d'unc 
modification du contenu cellulaire. 

En realite, Fernbach en recherchant la sucrase dans la 
plante a constate que la quantite maxima de diastase secretee 
par les cellules apparait des le debut de son developpement et 
que le moment de son apparition a Tcxterieur coincide avec 
rinstant ou la plante a d(?ja fait disparaitre la plus grande 
quantite de sucrase. 
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La diffusion de la sucrase au moment de la disparition du 
Sucre peut done etre consideree comme une consequence de 
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la deniitritlon de la plante. Pour peu qu'on y reflechisse, on 
congoit en cffet que, dans des cellules bien nourries ct munies 
de reserves alimentaires, la difTusion doit se faire tres diffi- 
cilement. 

Au moment de la disparition du sucre interverti dans le 
liquide, les cellules commencent a consommer leurs reserves ; 
il se produit done des vides cellulaires qui se remplissent 
d'eau, laquelle facilite certainement la diffusion. 

Du reste, voici des experiences tres concluantes qui prouvenl 
que la diffusion des diastases caracterise un etat patholo- 
gique des cellules : 

On plonge deux cultures jeunes et identiques d'aspergil- 
lus niger, Tune dans I'eau, Tautre dans un milieu nutritif 
assez riche. Apres 48 heures on analyse les deux liquides 
et on trouve que le premier milieu contient une grande 
quantite de matieres actives, tandis que le second n'en con- 
tient nullo trace. La denutrition favorise done la secretion de 
la sucrase. 

On pent, d*autre part, prendre une culture d'aspergillus 
niger et la mettre a Tabri de Taction de Tair. On emp^che 
ainsi la fructification et cette circonstance anormale amene, 
tout comme la non-nutrition, une abondante diffusion de 
diastase dans le milieu de culture. 

On pent enfin chauffer, pendant quelques secondes a 100°, 
de la levure de biere en suspension dans Teau. On detruit 
ainsi completement la substance active ainsi cpi'une grande 
partie des cellules de levure. En laissant refroidir le liquide 
on constate cependant, au bout d'un certain temps, I'appa- 
rition de sucrase. La secretion de -Tenzyme peut etre attri- 
buee a des cellules qui ont echappe a Taction destructive 
de la chaleur tout en 6tant fortement endommagees par la 
haute temperature a laquelle elles ont ete port6es. EUes se 
trouvent alors dans un certain etat pathologique, et diffusent 
avec facilite la substance active qu'elles contiennent. 

Comme nous le voyons par ces experiences, le manque de 
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Sucre ou d'oxygene, Televation de la temperature, etc. , peuvent 
egalement favoriser la diffusion de la sucrase secretee par 
les cellules. 



Dosage de la sucrase. — On peut facilement constater 
la transformation du saccharose en sucre interverti k Taide 
de la liqueur de Fehling. Le sucre de canne ne reduit 
pas cette solution, tandis que o^'*,494i de sucre inter- 
verti reduisent loo centimetres cubes de liqueur de Fehling, 

La transformation du saccharose en sucre interverti peut 
se constater egalement par le changement de rotation qui 
accompagne la transformation. Le sucre de canne est dex- 
trogyre et le melange, produit par I'hydrolyse, est au con- 
traire levogyre. Le saccharose donne une rotation a droite 
de a j -|- 73. 8., et le sucre interverti une rotation a gauche 
de — 44. Le dosage de la sucrase a, comme point de depart, 
la determination de la quantity de sucre interverti. Or, une 
m^me quantite de sucrase peut fournir des quantites plus ou 
moins grandes de sucre interverti. Ces variations sont dues 
aux differents facteurs que nous avons indiques : Tacidite du 
milieu, la temperature, la duree de Taction, etc. II ne faut pas 
oublier non plus que la proportionnalite entre les quantites 
de ferment employe et de sucre interverti obtenu, n'existe 
qu*au debut de Taction, et avant qu*il se soit transform^ 20 
pour 100 du Sucre total soumis k Taction. 

II resulte de tout ceci qu'il est absolument indispensable, 
pour pouvoir comparer deux produits diastasiques, de se 
placer dans des conditions identiques. Pour 6viter des erreurs 
provenant de Tacidite, on a soin de neutraliser le liquide 
aussi exactement que possible, puis de Taciduler avec i pour 
100 d'acide acetique. 

Le choix de Tacide acetique n*est pas arbritraire, il est du 
aux raisons suivantes : Tacide acetique peut etre employ^ 
en quantites assez grandes, et par consequent facilement 
determinables. II a la propriete de ne point deplacer les 
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auties acides organiques de la solution, et, enfin, d'influer 
peu sur la sucrase. 

II faut encore, dans le dosage, ne pas negliger tout ce qui 
est n^cessaire pour eviter Foxydation de la sucrase et, dans cc 
but, faire Tanalyse le plus rapidement possible. On laisso 
generalement la sucrase agir seulement pendant une heure. 

Pour eviter les erreurs qui pourraient nattre de la cessa- 
tion de la proportionnalit^ entre la quantite d'enzyme em- 
ployee et la quantite de sucre interverti, on recherche la 
quantite de sucrase susceptible de transformer une quantite 
determinee de sucre de canne, et non la dose de sucre que 
pent intervertir une quantite donnee de sucrase. 

Dans le mode de dosage cree par Fernbach, on prend 
comme unite la quantite de sucrase susceptible d'intervertir 
20 centigrammes de saccharose en une heure, k la tempe- 
rature de 56° en presence de i pour 100 d'acide acetique. 

Pour operer ce dosage, on neutralise prealablement la 
solution de sucrase, puis, dans une serie de tubes a reaction 
contenant chacun 4 centimetres cubes d'une solution de sac- 
charose a 5o pour 100, on ajoute i, 2, 3, 4, 5 centimetres 
cubes de la solution de sucrase qu'on veut analyser ; on a^di- 
tionne le melange de i centimetre cube d'acide acetique au 
i/io; on amene le volume dans tons les tubes a 10 centi- 
metres cubes ; on laisse i heure a la temperature de 56** ; on 
refroidit rapidement ; on ajoute quelques gouttes d'une solu- 
tion de soude pour arr^ter Tin version, et on cherche dans 
chacun de ces echantillons la quantite de sucre interverti 
forme a Taide de la liqueur de Fehling. On pent ainsi voir 
dans quel tube les 20 centimetres cubes de sucre ont etc 
intervertis. 

Admettons que ce soit dans I'essai contenant 5 centimetres 
cubes de sucrase : on se trouve alors en presence d'une solu- 
tion ne contenant que des traces de sucrase. La dose d'acide 
acetique qu'on a employee dans I'essai donnant deja par elle- 
meme quelques centigrammes de sucre interverti, il se pent 
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qiie ce soient des substances etrangeres et non la diastase^ 
tjui aient produit le resle de Tinversion. 

Pour avoir la certitude que la transformation du saccliaroso 
•est due k TefTet d'une diastase, il faut faire I'essai une fois 
a froid, puis une fois avec une solution chauffee a loo** cl 
voir si les resultats sont identiques. 

Dans le cas oh il suflit de i , de 2 ou m^me de 3 centimetres 
•cubes de solution pour obtenir la transformation des 20 cen 
tigrammes de sucre, on se trouve en presence d'un liquido 
^•issez energique et, en repetant Texperience avec i 1/2, i 3/4. 
2, 2 1/4, etc... centimetres cubes de la solution h essayer, 
•on pent arriver a un dosage tres precis de I'activite diasta- 
sique. 

Dans le cas ou il faudrait, par exemple, i 1/2 centi- 
metre cube de solution pour obtenir 20 centigrammes de 
Sucre interverti, on dira que la dose unite de sucrase se 
Irouve dans i 1/2 centimetre cube et, en consequence, que 
la solution possMe les 2/3 du pouvoir diastasique pris pour 
unite. 

La methode de Fernbach donne des resultats assez precis, 
mais elle demande beaucoup de tdtonnements et une longue 
«erie de dosages qui prennent beaucoup de temps. 

Quand il s'agit d'une appreciation plutot qualitative que 
quantitative, on pent supprimer completement le dosage du 
Sucre. 

Pour rechercber la sucrase dans les liquides nous employons 
une methode tres expeditive demandant seulemcnt 1/2 beure 
ct dans laquelle Tinversion est constatee par la coloration 
que prend le liquide interverti sous Taction de la sonde. 

iSous nous servons pour ces sortes d'essais d*une solution de 
Sucre a 10 pour 100. Le liquide danslequel on dose la sucrase 
est neutralise le plus exactement possible avec de la sonde 
x'l i/iooo. Dans deux tubes a reaction, A et B, on verse 
10 centimetres cubes de solution sucree ; on ajoute en A 
I centimetre cube de la solution diastasique et en B, i centi- 
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metre cube dc la meme solution prealablement cliauffoo 
pendant quelques minutes a 100**. On laisse Ics deux tubes 
1/2 heure a 5o^. On ajoute i centimetre cube de sonde 
normale dans chacun des tubes et on cbauffe 5 minutes a 
98^. Si Ton se trouve en presence d'une solution de sucrase, le 
tube A prend une coloration beaucoup plus foncee que le 
tube B. 

II est possible, d'ailleurs, de transformer ce procede en une 
methode colorimetrique. 
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CHAPITRE VI 

SUGRASE (suite) 

Force relardatrice el son explication. — Usure et aIt6ration de la su- 
crase. — Experiences d'Effront sur I'influence qu'excerce le sucre inler- 
verti qui se trouve dans le milieu oil se produit T inversion. — Hypo- 
thfese de 0. Sullivan et Thompson. — Argument pour et contre cette 
hypothese. — Theorie d'Effront sur le dedoublement du sucre de cannc 
et experiences sur le mode d'action des acides dans I'inversion de saccha> 



Force retardatrice dans V inversion et son explica- 
tion. — Lorsque nous avons examine plus haul la marche 
de la transformation du saccharose par la sucrase, nous 
avons constate que la quantite de sucre interverti forme pen- 
dant un temps donne diminue constamment au cours de 
I'inversion. 

Cette diminution se produit de telle maniere que les der- 
ni^res portions de saccharose qui restent dans la solution se 
Iransforment avec une extreme lenteur, tandis qu'au debut 
de la transformation Tinversion se fait beaucoup plus 
rapidement. 

Diverses hypotheses ont ete emises pour expliquer les 
irregularites que Fon observe dans Thydratation du sucre de 
canne. 

Certains auteurs attribuent le retard observe k une usure 
ou a une alteration de I'invertine, alteration se produisant au 
fur et a mesure que le travail d'hydratation se poursuit. 

Pour d'autres savants le retard dans Tinversion provient 
de la disparition du sucre de canne, dont la presence favo- 
riserait Taction diastasique. 
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Enfin, rhypoth^se que les produits de transformation ac- 
cumules dans le liquide, paralysent Taction diastasique, pent 
encore donner une explication vraisemblable de Tirregularite 
avec laquelle la transformation se poursuit. Dans cette der- 
niere hypothese, Taction de Tenzyme serait entrav^e par Ic 
Sucre interverti forme pendant Taction. 

Examinons sur quels faits reposent ces difiP^rentes hypo- 
theses, et cherchons une interpretation rationnelle de la 
marche irreguliere de Tinversion. 

Usure et alteration de la diastase. — L'hypoth^se 
expliquant le retard de Tinversion par une usure de la sub- 
stance active pendant le travail ne nous parait pas meriter 
une discussion serieuse. 

La proportionnalite observee au debut entre la duree de 
Taction et la quantite de sucre transforme fournit une preuve 
concluante de la non-usure de la diastase. 

Eh effet, si apr^s la seconde heure de Taction nous pou- 
vons constater que la quantite de sucre transforme est double 
de celle que nous avions trouv6e apres la premiere heure, il 
est bien evident que la diastase a agi pendant la seconde 
periode du travail avec la m^me activite que pendant la pre- 
miere. 

Le travail produit pendant la premiere heure n*a done 
amene aucune destruction de la substance active, et il nous 
parait difficile d'admettre que Tusure, qui ne se constate pas 
au debut, puisse se produire pendant la suite du travail. 

Du reste, le mode d*action des enzymes exclut toute idee 
d'usure de la substance active au cours de la transfor- 
mation. 

En etudiant le mode d'action de Tamylase, nous avons 
eu Toccasion de mettre en evidence par des experiences di- 
rectes la non-usure de la diastase pendant le travail, et nous 
croyons que Texplication que nous avons donnee de ce phe- 
nomene pent etre generalisee et etendue k tons les pheno- 
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menes analogues, car le ralentissement a des caracteres 
identiques dans un grand nombre d'actions diastasiques. 

L'hypothese do i'alteration de la diastase pendant le tra- 
vail semble etre plus vraiscmblable. En effet, une foulo 
d'agents chimicpies, ainsi que divcrses conditions physiques, 
influent diversement et a un tres haut degre sur la sucrase. 
Dans les experiences que nous avons citees dans le chapitre 
precedent, par exemple, le retard dans la transformation doit 
etre indiscutablement attribue aux actions conibinees de 
I'oxyg^ne et de la lumiere. 

Toutefois, nous ne pouvons pas completement attribuer 
I'irregularite dans I'inversion a des causes physiques ou chi- 
miques, car, meme en evitant Taction de la lumiere et de 
I'oxygene, on constate que Tirregularite se produit encore. 

En outre, Talteration que Toxygene fait subir a la sucraso 
ne devient appreciable qu'apres un contact assez prolong c 
avec I'air, tandis que la loi de proportionnalite cesse tres 
rapidement de se manifester quand Taction diastasique a 
lieu dans une solution de sucre tres diluee, ou bien lorsqu'on 
met en action de fortes quantites de sucrase. 

Nous avons vu qu'en mettant, dans des conditions deter- 
minees, un volume de sucrase en presence d'une quantitc 
quelconque de sucre, on pent constater qu'il se forme juste 
autant de sucre interverti pendant la seconde lieure que pen- 
dant la premiere. 

Enemployant, dans les memes conditions, une quantite lo 
fois plus forte de sucrase, on ne retrouve plus cette egalitc 
de travail pendant les deux premieres heures de Taction ; 
mais la proportionnalite pourra s'observer de nouveau si 
I'on compare les quantites de sucre interverti aprtis lo et 20 
minutes de travail. 

Si Ton renforce encore la dose de sucrase, on voit la pro- 
portionnalite s'etablir au debut de Taction, mais cesser apres 
une dizaine de minutes. 

Comme nouslevoyons, la force retardatrice pent apparaitrc 
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dans le liqulde a diflerents moments suivant la quantite de 
sucrase employee. Si done nous acceptons Thypothese attri- 
buant le retard a une alteration de la substance active, nous 
devrons admettre, en meme temps, qu*une m^me sucrase pent 
s'alterer' soit tres ra])idement, soit tres lentement, suivant 
qu'elle est employee a forte ou a faible dose. 

Enfin, comme la proportionnalite cesse de s'observer a 
des moments differents pour une m^me quantite de sucrase 
mise en presence de solutions sucrees de differentes densites, 
il sera necessaire d'admettre que la vitesse de Talteration de- 
pend, non seulement de la dose d'enzyme employe, mais 
oncore de la concentration de la solution sucree. On voit 
I'invraisemblance de cette theorie. 

II resulte des faits que nous venous d'exposer que ni Tu- 
sure par le travail, ni I'alteration par les agents physiques 
ou chimiquos, ne peuvent ^tre les veritables causes du ralen- 
tissement de Taction diastasique. 

Experiences sur Vinfluence du sucre interverti. — 
La plupart des auteurs ont attribue la cessation de la pro- 
portionnalite dans la marche de la transformation au sucre 
intei-verti forme, qui, d'apres eux, paralyserait Taction dias- 
tasique. 

Nous avons cherche h verifier par une experience directe 
cette action retardatrice du sucre interverti. 

Nous avons fait, a cette fin, deux solutions A et B, con- 
tenant Tune et Tautre loo centimetres cubes d'eau, 5 gram- 
mes de saccharose, i centimetre cube d'acide acetique et lo 
centimetres cubes de sucrase de levure. Dans la solution B,* 
nous avons ajoute 2 grammes de sucre interverti. Nous avons 
abandonne ces solutions au bain-marie et preleve de temps 
en temps des echantillons dans lesquels nous avons determine 
la quantite de sucre reducteur forme. 
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SOLUTION 


A 

TEUR 


SOLUTION B 


MINUTES 


SUCRE REDUC 


SUCRE REDUCTEUR 


— 


FORME 




FORME 


i5 


0,26 




0,25 


3o 


o,5i 




0,52 


45 


o»79 




0,74 


60 


0,9 




I ,11 


90 


1,2 




1,2 


1 30 


1,4 




1,32 


180 


1,75 




1,89 



On voit, cVaprcs ce tableau, que la proporlionnalile cesse 
apres 45 minutes d'action dans la solution A, qui ne con- 
tient que le sucre de canne et que raffaiblisscment du pou- 

voir diastasique commence au moment ou le — environ du 

sucre total contenu dans la solution a etc transforme. Dans 
la solution B, qui contenait deja 4o pour 100 de sucre 
intervcrti au debut de Taction, I'invcrsion n*est nuUemcnt 
retardee pendant les 45 premieres minutes. Au contraire, la 
transformation parait se conformer de plus pres a la loi de 
proportionnalite, et le ralentissement dans la transformation 
ne se manifeste qu'apres une heure d'action. 

En comparant les quantites de sucre interverti pendant la 
premiere heure dans les essais A et B, nous constatons 
que seulement 18 pour 100 de saccharose ont ete trans- 
formes dans I'essai pratique avec du sucre pur, et 22 
pour 100 dans I'essai opere avec un melange de saccharose 
et de sucre interverti. 

Le ralentissement dans Taction des diastases ne doit done 
pas etre attribue a la presence des produits de transforma- 
tion dans le milieu ou se fait le travail diastasique. 



Hypothese de O. Sullivan et Thompson. — 0. Sulli- 
van et Thompson ont emis T hypothese que TefiFet produit 
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par la sucrase est constamment proportionnel au poids du 
Sucre de canne present dans le liquide au moment de Tac- 
tion. Partant de la, ils attribuent le retard qui se produit 
dans la transformation, k la diminution de la quantite de 
saccharose au fur et a mesure de I'inversion. 

D'apres cette maniere de voir, la sucrase agirait de la 
meme fagon, et avec la meme energie, depuis le commen- 
cement jusqu'a la fin de Taction et le ralentissement serait 
exclusivement du h la dilution de la solution. 

Done, si nous intervertissons une solution contenant 
ID grammes de sucre a Taide d'une quantite de sucrase 
jiouvant produire un gramme de sucre interverti dans les 
ID premieres minutes, nous pouvons nous attendre a voir se 
produire, pendant chacune des lo minutes suivantes, une 

hydratation correspondante au — de la quantite totale du 

sucre de canne contenu a ce moment dans la solution. 

D'apres cette theorie, le mode d'action de la sucrase ne 
changerait pas pendant le travail ; la marclie de Tinversion 
serait, en somme, reguliere et le ralentissement qu'on ob- 
serve serait la consequence directe et inevitable de la regu- 
larite meme du phenomfene. Car, si apres les lo premieres 
minutes de Taction, nous avons constate la production de 
I gramme de sucre interverti, apres les lo minutes sui- 
vantes, nous n'en obtiendrons que 0,9 grammes vu que 
Taction se produit dans cc cas, non plus sur 10 grammes, 
mais seulemcnt sur 9 granuncs de sucre de canne. Apres 
20 minutes, il restera dans la solution 8,1 grammes de sac- 
charose et, en agissant toujours dans les memes conditions, 
la sucrase intervertira pendant les 10 minutes suivantes 
10 pour 100 de sucre reslant, ou 0,81 grammes. 

Cette hypothese est, au dire de ses auteurs, pleinement 
confirmee par le dosage des quan tiles de sucre interverti 
au bout de temps variant en progression arithmetiquc. 
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Arguments pour et contre cette bypothese. — La 
iheorie de 0. Sullivan et Thompson est tfes seduisante; elle 
n'a cependant pas trouve beaucoup d'adherents et on souleve 
contre elle differentes objections. 

On objecte tout d'abord que les preuves experimentales 
qu*ils apportent en faveur de leur theorie ne prouvent nul- 
lement que le retard provienne de la diminution de la quan- 
tite de sucre de canne. En efTet, les resultats de leurs expe- 
riences peuvent egalement ^tre expliques par Taugmentation 
graduelle, pendant Taction de la sucrase, de la quantite de 
Sucre interverti. 

jNos experiences, citees plus haul, sur I'influence du sucre 
interverti, montrent la non-valeur de cet argument. 

Mais, on pent encore soulever une autre objection contre 
la theorie de 0. Sullivan et Thompson. Si la disparition gra- 
duelle du sucre de canne est reellement la cause retarda- 
trice, la quantite de sucre interverti par une dose quel- 
conque de sucrase sera en relation directe avec le poids de 
sucre de canne present dans le liquide. L*augmentation de 
la dose de sucre de canne amenerait done une augmentation 
correspondante de la dose de sucre interverti. 

Nous Savons dejJi que ces previsions ne se realisent pas 
toujours et que la m^me quantite de sucrase produit la meme 
dose de sucre interverti, independamment de la concentration 
de la solution sucr^e. 

Voila done un s^rieux argument contre I'liypothese que 
nous etudions ; mais il n'en est pas moins vrai que la quan- 
tite de sucre contenu dans le milieu n*est pas sans influence 
sur le ralentissement. 

En etudiant le ph^nomene de plus pres, nous constatons 
que la marche de I'hydratation depend de deux facteurs. 

Au debut de Taction, c'est seulement la quantite de su- 
crase employee qui joue un role preponderant et la quan- 
tite de Sucre interverti form6 est proportionnel a la quantite 
de substance active employee. 
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Quand Tin version se trouve deja plus avancee, I'influence 
de la quantite de sucrase devient moins considerable. La 
transformation entre alors en relation directe avec la teneur 
en Sucre de la solution. 

L'influence successive de ces deux facteurs peut etre misc 
en evidence par Texperience suivante : 

Dans ICO centimetres cubes de trois liquides A, B, C, 
contenant respectivement 5, lo, 20 grammes de sucre, on 
ajoute la meme quantite de sucrase. On abandonne ensuite 
ces essais au bain-marie a la temperature de 5o**. De temps 
on temps, on pr61eve des echantillons dans lesquels on ana- 
lyse le Sucre restant et, au moment ou dans le liquide A 
1 5 pour 100 de sucre a ete transforme, on commence a doser 
le Sucre interverti dans les deux autres essais. On obtient 
ainsi les chiffres suivants : 

SUCRE INTERVERTI AU BOUT DE ! 

ABC 

3 heures 0,76 0,74 0,78 

4 — 1,1 1,4 1,6 

On trouve done au commencement de Taction, a peu pres 
les memes quantites de sucre transforme dans les trois liquides 
A, B et G, mais au bout de quatre heures les conditions 
changent et on trouve dans Tessai contenant 20 pour 100 de 
sucre 1,6 gr. de sucre transforme, tandis que le liquide a 5 
l)our 100 ne fournit que 1,1 gr. de sucre interverti. 

La concentration de la solution sucree influe done, jus- 
c{u*a un certain point, sur Taction de la sucrase. La marche 
de Thydratation du sucre dans des mouts de concentrations 
clifTerentes se montre plutot favorable a la theorie de 0. 
Sullivan et Thompson, surtout si Ton fait abstraction du 
debut de la transformation. 

Toutefois cette theorie ne nous parait pas etre basee sur 
des donnees bien solides. 

En suivant la transformation du sucre a differents mo- 
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nienls nous avons, en effel, constate que le retard dans 
r inversion augmente au fur et a niesure que Taction avance. 
niais nous n'avons jamais pu observer la regularite que les 
auteurs de Thypothese annonccnl et qui est la base memo 
de leur theorie. 

En admettant meme qu'on puisse demontrer experimen- 
talement que la decroissance dans Tinversion varie en pro- 
gression geometrique, cette demonstration montrerail bien 
le mecanisme de la force retardatrice, mais elle n'en revele- 
rait nullement la cause reelle. 

En faisant agir la meme quantite de sucrase sur des so- 
lutions sucrees de difle rentes dcnsites, on remarque que la 
force retardatrice s'y manifeste tres differemment. 

Dans une solution diluee, la proportionnalite entre ladurec 
de Taction et la quantite de sucre forme cesse d'exister au 
bout d'un temps relalivement court. Dans une solution con- 
centree, au contraire, elle persiste beaucoup plus longtemps. 

La quantite de sucre interverti forme dans la solution 
dilute au moment ou commence le ralentissement est assez 
faible; dans la solution concentree, au contraire, on constate 
la presence d'une quantite beaucoup plus grande de sucre 
interverti. 

Ces differences profondes dans Taction de la sucrase s'ex- 
pliquent facilement si Ton determine dans des liquides de 
differentes densites le rapport quantitatif qui existe entre le 
Sucre interverti et celui qui ne Test pas encore. 

En etudiant les variations de ce rapport pour une solution 
diluee et une solution concentree on constate que le ralen- 
tissement de Thydratation ne devient reellement appreciable 
qu'au moment ou les solutions sucrees contiennent environ 1 5 
de sucre interverti pour 85 de sucre non transforme. 

Etant donne que la sucrase produit, au debut de la trans- 
formation, un effet hydra tant proportionnel a sa quantite, il 

i5 

est bien evident que, dans la solution diluee, le rapport^ 
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sera beaucoup plus vite obtenu que clans la solution con- 
ccntree. 

En d'autres tcrmes, au moment ou on commence a cons- 
tatcr le ralentissement de Thydratation la solution concen- 
tree contient plus de sucre interverli que la solution diluee, 
quoique la quantite de sucrase mise en action soit la meme 
dans les 2 solutions. 

Le retard dans T inversion est done en relation directe avec 
la composition du liquide dans lequel agit la diastase. 11 n'est 
pas provoque par la diminution de la quaptite de sucre de 
canne contenu dans la solution et ne provient pas non plus 
de I'augmentation de la quantite de sucre interverti : il 
est plutot cause par la reunion de ces deux circonstances. 

Hypothese sur la marche du dedoublement du 
Sucre de canne. — II faut, croyons-nous, chercher dans 
la structure intime des molecules de saccharose la veritable 
origine de la force retardatrice. 

On admet generalement que Taction de la sucrase se ma- 
nifeste par I'hydratation successive des molecules de sucre 
avec lesquelles elle se trouve en presence. II est cependant 
probable que le mecanisme de Tinverslon ne presente pas ce 
caractere de simplicite. 

II est plus vraisemblable d'admettre que la sucrase agit 
des le debut de Faction sur loute la masse de sucre avec 
laquelle elle se trouve en contact, et que, parallelement a la 
transformation du sucre en sucre interverti, il se produit 
une serie de modifications dans la portion de sucre qui n*a 
pas encore subi d'liydratation. On congoit facilement que, 
par I'hydratation successive, il puisse se former a cote du 
sucre interverti une serie de substances tres voisines du sac- 
charose, mais qui peuvent avoir une sensibilite diflerente 
vis-Ji-vis de la sucrase. 

Ce sont ces substances intermediaires produites par Fhydra- 
tation qui se montrent ensuite plus ou moins aptes a la trans- 
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formation et c'est de cette aptitude plus ou moins grande a 
s'hydrater que provient le ralentissement de I'inversion. 

II se peut aussi que les changements subis par le saccha- 
rose consistent en transformations de la stiucture geome- 
trique des molecules, et cpi'il se forme dans la solution des 
isomeries slereocliimiques. 

II nous est toutefois impossible d'apporter des faits pro- 
bants en faveur de notre liypotliese. Lorsque nous avons 
prevu la formation, au cours de Tinversion, de produits inter- 
mediaires enlre le saccharose et le sucre interverti, nous avons 
cherche k isoler ces produits, ou du moins a les caracteriser. 
Mais les divers essais tentes dans cette voie sont restes sans 
resultats. Toutefois rhypotliese,ainsi qu'on vale voir, trouvc 
un argument dans la marche de Fhydratation par les acides. 

Experiences sur la transformation par les acides, 
— En etudiant I'inversion du sucre en presence de doses crois- 
santes d'acide, nous avons pu constater qu'il se produisail , 
a certains moments, un affaiblissement notable dans la 
marche de I'hydratation. Le ralentissement avait lieu a des 
instants qui coincidaient toujours avcc un degre determine 
d'hydratation du saccharose. 

11 y a done ainsi une analogic frappante entre Taction dos 
acides et cellc dela sucrase. La force retarda trice se retrouvc 
dans les dcu\ cas, dans Taction des acides aussi bien que 
dans Taction diastasique et le moment ou le ralentissement 
commence correspond a Tinstant ou le rapport entre les 
quantitesde sucre interverti et de sucre non transforme atteint 
une valeur determinee. 

Cette ressemblance dans le mode d'action des agents chi- 
miques et physiologiques prouve que la force retardatrice 
n'emane pas de la sucrase et que Torigine du retard doit 
etre forcement attribuec au mode de dedoublement du sucre 
de canne et a la formation de produits passagers qui resis- 
tent difleremment aux agents de transformation. 
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Voici quelques details sur les experiences que nous avons 
faites : 

On dissout un gramme de sucre de canne dans de Teau 
Jislillee, on ajoute 2 centimetres cubes d'acide sulfuriquo 
normal au 10" et on amene le volume a 100 centimetres 
cubes. On abandonne au bain-marie a 60°, pendant i heurc, 
puis on neutralise exactement avec de la sonde normale et on 
determine ensuite la quantite de sucre intei-verti forme par 
Taction de Tacide. Cette experience est repetee ensuite avec 4, 
6, 8, 10, etc., centimetres cubes d'acide sulfurique au lo*' 
et on arrive aux resultats suivants : 



CENTIMETRES CUBES 


SUCRE INTERVERTI 


ACCROISSEMENTS 


d'acide 


POUR 100 





a 


5,71 


5,71 


4 


11,36 


5,65 


6 


15,29 


3,93 


8 


22, 12 


6,83 


10 


26,34 


4,22 


13 


32 


5,16 


i4 


37,14 


5,i4 


16 


46,76 


9,62 


18 


5i,36 


4,60 


20 


53,33 


1.97 


22 


52 


1,33 


44 


65,2 


1 ,20 



La rubrique « Sucre interverti pour 100 » indique la 
fpiantite de sucre transformee pendant Texperience. 

Sous la rubrique « accroissements » nous avons inscrit 
I'accroissement de la quantite de sucre Iransformc a chaque 
addition de 2 centimetres cubes d'acide. 

En suivant, sur le tableau, la marche de Thydratation en 
presence de doses croissantes d'acide on constate que le rap- 
port entre les quantites d'acide et de sucre interverti forme 
n'est nuUement constant. 



loG LES ENZYMES 

Cetlc proportionnalite cxiste dans los premieres experiences 
«l disparait completemenl dans celles ou 5o pour loo du 
Sucre de cannc est transforme. Alnsi 2 centimetres cubes 
d'acide ont forme 5,71 centigrammes de sucre interveitl ; 
avec une dose double il se forme 11, 36 de sucre interverli, 
soit done une quantite sensiblement double de la precedente. 
8i nous augmentons la dose d'acide et si nous employons 
20 centimetres cubes nous determinons une hydratation de 
53 pour 100 de sucre; mais a partir de cettc dose d'acide 
r hydratation se ralentit et 44 centimetres cubes d'acide hy- 
dra tent seulement 65 pour 100 du sucre de canne present 
dans le liquide. Si la proportionnalite existait reellement on 
obtiendrait, avec cette dose d'acide, une inversion complete 
de tout le saccharose contenu dans le liquide. 

L'action des doses croissantes d'acide est encore mieux niise 
en evidence lorsqu'on suit la rubrique « accroissements ». 
Dans les premieres experiences I'accroissement descend gra- 
duellement de 5,71 a 3,93, mais dans les suivantes, quand 
un quart environ de la quantite totale du sucre de canne se 
trouve transforme, on constate un changement completdans 
la marche de Tin version. L'accroisscment remonte jusqu'a 
6,83 pour retomber ensuite a 5,i4. 

L'accroisscment augmente de nouveau lorsque la moitie 
du sucre de canne a ete transforinec, puis il subit une nou- 
velle baisse, qui se traduit par le nombre 1,2 en presence 
de 65 pour 100 de sucre interverti. 

La marche de I'hydratatiou par les acides est done loin 
d'etre reguliere. Un grand nombre d'essais analogues, pra- 
tiques dans les memes conditions, nous ont toujours confirme 
la non-existence d'une proportionnalite entre les quantites 
d'acide employe el de sucre interverti forme. 

Nous avons toujours constate un ralentissement dans Thy- 
dratation, ralentissement qui coincide avec I'apparition d'un 
rapport determine entre les quantites de sucre interverti et 
de sucre non transforme dans le liquide. 



^— ^ 
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L'action des acides est done, dans ses grandes lignes, iden- 
tlque a celle de la diastase, et le ralentissement qu'on observe 
dans Fhydratation par la sucrase doit ^tre plutot attribue 
a une transformation intime de la molecule de saccharose. 
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CHAPITRE VII 

FERMENTATION DES MfiLASSES 
Applications insdustriclles de la sucrase. — Fermentation des nnelasses. 

La diastase produisant T inversion du saccharose ne cons- 
titue pas un produit industriel. EUe est d'une fabrication tres. 
limitee et elle sert exclusivemcnt a des etudes et a des 
experiences de laboraloire. 

Mais si Tindustrie ne se sert pas de sucrase preparee spe- 
cialement a cet effet, cette diastase n'en joue pas moins un 
r61e important dans les fermentations et notamment dans la 
fabrication de Talcool par les melasses. 

La fermentation des melasses, substances qui contiennent 
environ 5o pour lOO de saccharose, est une operation relati- 
vement simple. Elle s'efTectue de la fagon suivante. 

Les melasses sont d'abord dilutes dans de I'eau acidifiee 
avec de Tacide sulfurique de fagon qu'elles marquent de 9** a 
12° Baume. 

On constitue ainsi un mout pret a subir Taction de la 
levure de biere qui invertit le saccharose et fait fermenter le 
Sucre interverti produit. 

La transformation des melasses en alcool parait done etre 
une operation industrielle peu compliquee. Les installations 
qu'elle exige sont, en effet, moins complexes que celles 
d'une dislillerie de grains. En outre, le travail des melasses 
n'exige qu'une surveillance relativcment facile et beaucoup 
moins de connaissances pratiques de la part du personnel, 
que la distillation des grains. 
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Toutefois on trouve peu de fabriques utilisant rationnelle- 
ment les matieres premieres et accusant un rendemeni 
approchant du rendement theorique. 

Les industriels attribuent les difficultes qu*ils rencontrent, 
soit a la qualite des melasses employees, soit a rinsuffisance 
des levures, soit a Tintervention de ferments etrangers et ils 
cherchent a remedier a ces conditions defectueuses par une 
forte acidiBcation des mouts. Ils cherchent parfois aussi k 
regulariser le travail par une cuisson prealable des melasses, 
dans le but d*en chasscr les acides organiques volatils. Ces 
acides sont mis en liberie par Taddition d*acide sulfurique au 
mout lors de T acidification. 

Les causes qui occasionnent des troubles dans le travail des 
melasses sont tres multiples. Nous ne pouvons pas entamer 
ici I'etude approfondie de cette question, mais nous pen- 
sons, cependant, devoir attirer Fatten tion des industriels 
s' occupant des fermentations sur quelques-unes des causes 
tres frequentes de la faiblesse du rendement, notamment sur 
rinsuffisance de Tinversion. 

Dans la pratique de la distilleric des melasses ce point est 
totalement neglige. Quoiqu'on sache que le sucre non 
interverti n*est pas fermentescible, on attache peu d'impor- 
tance a Tinversion du saccharose des melasses, conformement 
a Topinion courante suivant laquelle Tinversion se fait trfes 
facilement grace aux di verses conditions du milieu. 

Si Ton etudie la question de plus pres, on voit, au con- 
traire, que T inversion est tres lente et que dans la plupart des 
cas, elle n'est m^me pas achevfe k la fin de la fermentation. 
La raison pour laquelle, dans la pratique, on ne se preoc- 
cupe pas de la marche de Thydratation c'est que, pendant la 
fermentation. Ton compte generalement sur deux facteurs : 
I ° Tacide sulfurique que Ton a introduit dans les melasses et que 
Ton consid^re comme suffisantdeja pour produire Tinversion ; 

2°. La levure qu'on se represente comme une source in6- 
puisable de sucrase. 
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Voyons jusqu'a quel point chacun de ces deux facteurs 
contribue a rinversion et etudions d'abord le role de Tacide. 

Par Taddition d'acide aux mouts de melasses on arrive, 
en pratique, a une acidite correspondant a i ou 2 grancimes 
et demi d'acide sulfurique par litre. 

L'acidification du mout se fait, suivant les usines, a basse 
ou a haute temperature. 

Pour avoir une idee du pouvoir invertif que possedent ces 
doses d'acides, additionnons un certain nombre d'echantillons 
de 100 grammes d'une solution de sucre de canne a 10 pour 
100 de differentes doses d'acide sulfurique et soumettons ces 
essais pendant ilx heures a la temperature de 3o**. 

NUMEROS NOMBRE GRAMMES 

DE GRAMMES d'aCIDE SULFURIQUE 
DBS iCHANTILLONS ijj DE SUCRE INTERTERTI 

1 3,5 I 

2 5 1,8 

3 10 3,3 

4 3.5 6,7 

Ainsi, lorsque nous soumcltons notre essai a Taction de 
2 grammes et demi d'acide sulfurique, dose maxinia 
employee industriellemcnt, nous n'obtenons au bout de 2^ 
heures, que 10 pour 100 de sucre interverti et, pour arriver 
a en obtenir 67 pour 100, il nous est necessaire d' em- 
ployer 25 grammes d'acide, soit une quantite 10 fois plus 
forte. 

L'action de I'acidc a froid n'est done pas un facteur 
important de Tin version. Les resultats que Ton obtient en 
faisant bouillir les solutions sucrees paraissent, il est vrai, 
tout differents. 

Si, pour constater I'influence de temperature elevees, nous 
repetons les experiences precedentes a 90°, nous observerons 
qu'avec la quantite minime de o, 5 grammes d'acide par 
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litre nous produisons deja unc inversion complete du sac- 
charose. 

On pourrait en conclure que le chauffage des melasses- 
en presence de faibles doses d'acide est tres important au 
point de vue de I'inversion. Mais les melasses ne se compor- 
tent point, vis-a-vis des diflerents facteurs, de la m^me ma- 
niere que les solutions de sucre pur. En elTet, Tacidite qu'on 
constate dans les mouts de melasses provient, non pas des 
acides mineraux dont on les a additionnes, mais bien des 
acides organiques qui ont ete mis en liberte par I'acide sulfuri- 
que, et qui agissent sur le saccharose avec beaucoup moins 
d'energie que les acides inorganiques. En outre, la presence 
de sels dans les melasses aflFaiblit Taction des acides. 

L'effet produit pratiquement par le chauffage des melasses 
acidulees pent etre mis en evidence par les experiences sui- 
vantes : 

I GO grammes de melasse sont dilues dans 4oo grammes 
d'eau. On preleve differents ^chantillons de ce mout; on les 
acidifie avec des doses varices d'acide sulfurique ; on les main- 
tient quelque temps a rebullilion, puis on les refroidit el 
on les ramfene a leur volume primitif. 

En examinant le pouvoir rotatoire de ces echantillons, on 
pent etudier la marchc de la transformation en presence des 
diverses doses d'acide. La solution donnait avant I'inversion 
une rotation de 38° a droite et apres Tinversion complete unc 
rotation de 8® et demi a gauche. 

Voici en outre les rcsultats intermediaires : 



ROTATION 

A DROITS 

37 

36 
35 
24 
3,6 



NUMEROS 
KS iSCHANTILLOIlS 


GRAMMES 

d'acide sulfurique 

par litre. 


I 


1.25 


2 


2,5 


3 


5 


4 


10 


5 


13,5 
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Avec la dose d'acidc qu'on cmploie dans Tindustrie, soit 
2 grammes et demi, I'inversion est done minime ; la rota- 
tion descend seulement de SS'* a 36". Nous constatons memo 
qu'en employant une quantite d'acide 5 fois plus forte, nous 
sommes encore loin d'obtenir une inversion complete : Tacidc 
sulfurique employe a la dose de i2,5 ne nous donne qu'unc 
rotation a droile, de 3", 6, tandis que Tinversion complete 
aurait donne une rotation a gauche de 8*^ et demi. 

Dans beaucoup d'usines, on pratique TebuUition des me- 
lasses acidifiees, apres leur dilution avec Teau. On voit quo 
I'inversion est, en ce cas, presque nulle. Nous avons pii 
constater cependant que I'inversion est plus avancee lors- 
qu'on cliauffe les melasses acides avant de les diluer. 

Dans la pratique de la distillation des melasses, c'est la su- 
crase des levures et non Tacide employe qui produit Thydra- 
lation du saccharose et la marche de la fermentation depend, 
pour une tres grande part, de la fagon dont se fait la secretion 
des diastases par les cellules. Or, Taction de la sucrase esl 
considerablement influencee par les substances salines conte- 
nues dans les melasses. L'experience suivante est tres propro 
a demontrer le fait : 

On acidifie une solution sucree a 12° Balling avec de Tacide 
sulfurique k raison de o,5 grammes par litre et on prcl^vo 
deux echantillons, A et B, de ce mout. A Techantillon A, 
qui est I'echantillon temoin, on ajoute 10 centimetres cubes 
de sucrase de Icvure. Le second echantillon regoit la memc 
quantite de sucrase, puis la cendre exactement neutralisec 
de 100 centimetres cubes d'un mout de mclasse a 12° Ball. 
Les deux echantillons sont alors abandonncs au bain-marie l\ 
la temperature de 3o°. 

Voici la marche comparative de I'inversion dans les deux 
essais : 
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A 




B 


MINUTES 


SUCRE 


INTEUVERTI 


SUCRE 


IXTERVERTI 


4o min. 




4,7 




3,4 


ah. 




5,79 




2,9 


3h. 




7,0 




3,2 


4h. 




9'2 




4,6 



Ces chiffres prouvent d'unc fa^on concluante que Ics sub- 
tances minerales des melasses retardent considerablcment 
rinversion. Apres 4 heiircs d'action, on trouvc dans la solu- 
tion temoin 9,2 de sucre intervcrti, tandis que dans la solution 
additionnee de cendre de melasse, on n'en trouve que 4,6. 
Ces donnees mettent en luniiere le genre de difficultes aux- 
quelles on pent se heurter dans les fermentations de me- 
lasses. 

On pourrait toutefois objecter que, dans les industries de 
fermentations, on ne se sert pas d'une solution de diastase : 
niais que Tin version se fait par les cellules vivantes. On pour- 
rait done admettre que les conditions de transformation 
sont completement diflerentes ; que Tinversion par les levures 
pouvant se faire a Tinterieur des cellules, la composition du 
liquide exterieur a naturellement, dans ce cas, une influence 
bien moins considerable. 

Pour repondre a cette objection nous avons fait les essais 
suivants : 

Une solution de sucre de canne a 10 pour 100 est addi- 
tionnee de cendres de levure. Cette solution sert a former 
deux echantillons, A et B, de 5oo centimetres cubes. 
Dans rechantillon A, on introduit la cendre neutral iseo 
de 5o grammes de melasse et 5 grammes de levure. L'echan- 
tillon B est soumis a Tinfluence de la meme quantile 
de levure, mais sans addition de substances salines. 

Voici la marche comparative de la fermentation des deux 
echantillons. 

Effront. Les Enzymes. 8 



Aprcs 6 heures.j ^^2l 
Apres 12 heures 
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Sucre interverti. 



'( Alcool 
Apres 24 heures 



( Sucre interverti. 



( Sucre interverti. 



f Alcool. 



A B 

o,5 1 ,8 

o,4 o,65 

o,2 3 

1,5 2,6 

o,5 o,2 

3 5,9 



En comparant les quantites de sucre interverti apres 6 
heures dans les deux solutions, nous voyons que Tin version 
niarche beaucoup plus lentement dans la solution A pratiquee 
avec les sels contenus dans les melasses. II est vrai qu'apres 
24 heures nous trouvons une quantite plus grande de sucre 
interverti dans la solution A que dans la solution B, mais 
si nous tenons cpmpte de la quantity d'alcool forme a cc 
moment dans les deux solutions, il devient evident que 
r hydra tation a suivi une marche beaucoup plus reguliere en 
B qu'en A. 

Des phenomenesdc cette nature — lenteurs dans la fermen- 
tation, irregularites dans la marche de la transformation — 
s'observent souvent dans les distilleries de melasses et y 
sont generalement atlribuecs a la degenerescence des le- 
vures. 

Cette opinion est absolument erronee ; la levure ne de- 
genere generalement pas dans les mouts de melasse ; au 
contraire, elle s*y reproduit abondamment et les cellules for- 
inees dans ces conditions jouissent generalement d'une acti- 
vite assez grande. Ces levures donnent une fermentation tres 
rapide des mouts de grains, seulement, la quantite d'invertinc 
qu'elles secretent diminue. 

C'est a cet affaiblissement diastasique qu*il faut attribuer 
les difficultes qu'on eprouve a faire fermenter, avec des 
levures cultivees dans des melasses, le sucre non interverti. 

Toutes les levures de biere ne contiennent pas la meme 
quantite de sucrase ; la quantite d'invertine secretee varie avec 
la race. Dans le choix d'une levure pour melasse, il faut avant 
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tout tenir compte du pouvoir invertif, ainsi que du degre de 
resistance de la substance active qu'elle contient. 

Generalement le dislillateur cherche a substituer la quan- 
tile a la quality des levures. Cette pratique est peu ration- 
nelle. La depense en levurc est ainsi rendue assez considerable 
et le rendement alcoolique est diminue, car la levure con- 
somme une partie de I'hydrate de carbone pour la construction 
de ses tissus et pour leur cntretien. 

Pour essayer une levure au point de vue du travail des 
melasses, il ne sufTit pas de determiner son pouvoir invertif 
dans une solution de saccharose pur. II est plus rationnel 
de faire les essais en presence de substances salines. L'avan- 
iage de cclte melhode est de donner des resultats plus 
certains, parce qu'on se rapproche davantage des conditions 
de la pratique. 

Nous avons eu Toccasion de faire des essais avec des 
levures de diffe rentes provenances et ces essais nous ont 
montre que le degre de resistance de la sucrase contenue dans 
les cellules difTere beaucoup suivant la race. Ces experiences 
nous ont prouve, en outre, que la resistance de Tinvertine 
joue un role tres important, av point de vue du rendement 
pratique. 

Les levures pressees ainsi que les levures de biere ont 
ele remplacces, dans la fermentation des melasses, par le 
levain. Le distillateur cultive lui-meme ses levures et, a cet 
efl'et, il emploie des mouts de grains prepares soit par I'acide 
sulfurique, soit par le mall. 

On emploie generalement pour la preparation du mout 
levain 3 «a 5 kilogrammes de grains pour loo kilogrammes 
de melasse. Dans beaucouj) d'usines on augmente encore ce 
poids de grains. Parfois on conseille d'ajouter aux melasses 
ou aux mouts levains une certaine dose de matieres nutritives 
azotees, telles que des radicelles de malt, des amides et des 
peptones. 

II est indiscutable que I'cmploi des grains et des matieres 
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azotees foiirnit des resuUats appreciables avec certaincs races 
tie levures qui demandent un milieu special pour acquerir 
leur pouvoir invcrtif. II faut toutefois reconnaitre que le prin- 
cipe m^me de cetle pratique est completcment faux et que 
les rcsultats qu'on obtient sont loin d'etre satisfaisants an 
point de vue econoniique. 

Les melasses conticnnent en somme toutes les substances 
nutritives necessaires pour nourrir el bien nourrir les cellules 
de levure. 

Si une race de levure ne pent s'accoutumer au travail des 
melasses, s'il faut adopter un mode de nutrition special pour 
qu'elle puisse vivre dans ce milieu, il faut abandonner cettc 
le\ure et se servir d'une autre race moins delicate. 

En visitant, en 1890, des distilleries de melasses a Bres- 
lau, a Leipzig, a Darmstadt, etc., nous avons pu constater 
que le levain servant a la fermentation des melasses reve- 
nait dans ces usines de 8 a 10 francs par liectolitre d'alcool 
fabrique. Ces depcnses, faites en pure perte, ])rovenaient de 
ce que ces distilleries enn)loyaient a la confection de leur 
mout levain du malt et des grains sans Icsqucls leurs le- 
vures auraient mal travaille. 

Nous leur avons conseille de prendre une levure appro- 
price au travail des melasses et nous avons eu depuis la 
satisfaction de constater la suppression presque complete de 
Temploi du grain, pour les levains, dans ces pays. 

Le levain se fait actuellement avec de la melasse pure, 
et les rendements en alcool sont indiscu tablemen I supe- 
rieurs. 

La plupart des especes de levure de bicre fournissent une 
sucrase peu r^sistante, mais leur alterabilite plus ou moins 
grande depend surtout du milieu de culture ou elles se sont 
developpees. 

La sucrase secretee par les levures cultivees dans les me- 
lasses possede une resistance inferieure a celle de ces memes 
levures cultivees dans un moutde grains ou de malt. 
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Cel aflaiblissemcnt de la resistance n'est due, ni a la nature 
de rinvertine secretce, ni au contact prolonge des substances 
salines ; sa veritable cause provicnt plutot du brusque passage 
des cellules d'un milieu dans un autre. 

Nous avons constate que les levures capables de produiro 
la fermentation de melasses faiblement concentrees peuveni 
^tre amenees a effectuer la fermentation complete de moilts 
t res concentres, a condition d'acclimater ces levures au nou- 
\eau milieu en leur fournissant graduellement des liquides 
d'une densile croissante. 

Les changements qui se produisent dans la resistance 
d'unc sucrase par I'acclimatation au milieu peuvent etre 
mis en lumiere par les experiences suivantes : 

On extrait la sucrase des levures aux difFerents stades de 
I'acclimatation et on Tessaie parallelement sur une solution 
de Sucre pur et sur une solution de sucre additionne de 
cendres de melasses. On constate ainsi que la levure a acquis 
de nouvelles proprietes et fournit une diastase qui s*alt6re peu 
en presence des substances salines. Ces nouvelles proprietes 
acquises par les levures sont du reste des proprietes passa- 
geres (i). 



(i) Ces experiences jeltent une lumiere tout k fait parliculiere sur Ic 
mccanisme de raccliniatation ainsi que sur I'individualile des diastases. 

En ctudiant la sensibilitc des levures de biere k Taction des diflcrents 
antiseptiques, nous avons etabli qu'on peutarrivera acclimater des levures 
k des doses relativement fortes de ces agents. C'est ainsi qu'une levure de 
biere qui se inontre dejk ires sensible a I'aclion d'une dose de 10 milli- 
grammes d acide fluorhydrique et qui ne donne plus de fermentation dans 
le mout nutritif peut etre amenee k se multiplier en presence de doses 
3o fois plus fortes de cet acide et k donner des fermentations tr^s actives. 
Cette acclimatation exige qu'on habitue la levure k des doses croissantes 
de cet antiseptique. 

Les cellules ainsi obtenues acquierent des proprietes caracteristiques : 

Le pouvoir ferment est considcrablement augmente, tandis que la 
facuUe de multiplication est rcduit a ses derni^res limites. 

La levure acclimat^e aux antiseptiques conserve la propri^te caracte- 
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La Jifticulte dc rinversion dans la fermentation des melas- 
ses pent encore provenir d'autrc cliose que dc rinsuflisance 
de la sucrase de la levure. Ainsi, line grande acidite des mouts 
ou une forte teneur en sucre penvcnt produire nn ralentis- 
sement dans la fermentation. 

L'exces de sucre agit defavorableuient par suite de Taccii- 
mulation de I'alcool dans les mouts. En presence dc 5 pour 
I GO d'alcool, la force diastasique est deja influencee et en 
presence de lo pour loo Fin version marche excessivement 
lentement. 

L'acidite des mouts, telle qu'elle se rencontre dans la pra- 
tique, n'agit pas directement sur la sucrase et le retard 



ristique de leur resister pendant des mois entiers, meme lorsqu'on la 
cultive journellement dans des moi!ils exempts de I'agent auquel on la 
accoutumee. L'acclimatation a done produit un changement profond dans 
les cellules, changement qui se transmet d'une generation k I'autre. 

On remarque tout autre chose dans Taction des substances salines sur la 
levure. 

La resistance que la sucrase arrive k acquerir par l'acclimatation coni- 
mence a s'afTaiblir aussitot que la levure so trouve de nouvcau dans un 
milieu exempt de sels. 

Les proprietes de la sucrase sont done ici strictement liees a la compo- 
sition du milieu. Ge fait est en contradiction avec I'hypotheso de I'exis- 
tence de differents enzymes agissant sur Ic meme corps et produisant les 
mSmes reactions chimiques. 

Dapres cette hypothese, en effet, il existerait differentes sucrases. La 
sucrase de Taspergillus niger, par cxemple, serait une autre substance que 
la sucrase de la levure, etc. 11 faudrait encore distingucr entre les sucrases 
des differentes levures, puisque celles-ci ne sont pas egalement sensibles k 
la temperature et k I'acidite du milieu. La resistance variable de la sucrase 
aux agents chimiques pourrait cvidemment conduire k de nouvelles dis- 
tinctions, mais ces dernicres distinctions seraient absolument illusoires. 

La difference dans le mode d'action en presence des substances chimi- 
ques provient, non pas d'un changement dans la nature de la sucrase, 
mais bien dans la difference des milieux exterieurs. 

La meme chose doit se passer pour les sucrases de diverses provenances, 
offrant des proprietes diderentes. 

En effet dans les cellules qui la secr^tcnt, la diastase est accompagnee 
de substances differentes qui modificnt ses proprietes. 
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observe doit etrc plutot altribue a des ferments etrangers qui 
se developpent dans le moiit a la faveur de cette acidite. 

Dans des melassesdifficilementfermentescibles, nous avons 
isole des batonnets qui produisaient une faible acidification 
dans des moAts sucres. De tels ferments arr^tent manifeste- 
ment la fermentation alcoolique. Ces microorganismes agissent 
aussi sur la levure dans les mouts de grains, mais ils se 
montrent surtout dangereux dans la fermentation des saccha- 
roses. 

En presence de ces organismes la fermentation des solu- 
tions sucrees s'arrete au moment ou le moiit a encore une 
faible acidite et ou une grande quantite de sucre n'est pas 
encore transformee. 

Les troubles dans la fermentation des melasses provoques 
par suite du manque de sucrase sont accompagnes des symp- 
tomes suivants : 

La fermentation marche reguli^rement au debut, mais au 
moment ou 5o pour 100 environ de sucre est transformo, 
c'est-a-dire avant la fin de la fermentation principale, on 
constate brusquement un ralentissement sensible, puis un 
arret qui se prolonge pendant des heures enti^res. La levure 
se depose lentement; il se produit peu h peu de nouvellcs 
quantites de sucrase et la fermentation recommence, souvent 
meme avec une grande encrgie. II se produit ensuite un 
second arret qui est generalement definitif. Le mout en fer- 
mentation contient souvent k ce moment des quantites notables 
de sucre non interverti. 

Telle est la marche du phenomenc, lorsqu'on travaille en 
presence d'antiseptiques. 

Dans le cas contraire la fermentation prend une tout autre 
allure. 

Au moment du ralentissement, le mout envahi par le fer- 
ment devient franchement acide. La levure degenere et la fer- 
mentation une fois arretee ne recommence plus, ou, du moins, 
ne le fait que tres faiblement. 
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Au point (le vue pratique, il est bon que le dlstillateur de 
melasscs attaclie plus d'attention qu'il ne le fait liabituelle- 
ment au mode d'inversion du sucre de canne pendant la fer- 
mentation. 

II faut avant tout appoiier un grand soin au choix des 
levures. II est indispensable ensuite de proteger le mout contre 
les ferments etrangers par les antiseptiques. II est bon ega- 
lement de fdtrer on de decanter les moiils de melasses apres 
leur acidification. Par une simple cuisson des mouts de me- 
lasses on n'arrive guere a detruire tons les ferments. Les 
batonnets que nous avons trouves dans des melasses difficile- 
ment fermentesciblcs ne sont detruits qu'a la temperature de 
I io°, tandis qu'on s*en debarasse facilement, soit par filtration, 
soit par decantation. 
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CHAPITRE VIII 

AMYLASE 

Presence de I'amylase dans les cellules vegetales et animales. — Pre- 
paration. — Methode de Cohnheim. — Methode de Lintner. — M^thodc 
tl'Effront. — Methode de Wroblewsky. — Propri6tes. — Influence des 
quantites, du temps, de la temperature. — Influence des agents chimi- 
ques : acides, alcalis, sels. — Substances activant Taction diastasique. 

L'enzyme nomme amylase ou simplement diastase est un 
ferment soluble hydratant Tamidon et le transformant en 
maltose et dextrines. 

L*existence de cet enzyme a ete, pour la premiere fois, cons- 
tatee dans le gluten, en i8i4, par Kirchoff. Dubrunfaut, 
Payen et Persoz ont ensuite poursuivi Tetude approfondic 
de cette substance. 

L'amylase est tres repandue dans la nature. Elle se trouve 
dans Torge, TaVoine, le riz, le mais, et, d'une fagon generale, 
dans toutes les cereales. 

Les grains fcrus sont peu riches en diastase, Tamylase sc 
formant surtout au cours de la germination. 

On a constate la presence de 1' amylase dans les tubercu- 
les de pommes de terre ainsi que dans les feuilles et les pous- 
ses de differentes plantes. 

La transformation de Tamidon en hydrates de carbonc 
assimilables par les cellules vivantes se faisant generalement 
sous Taction de Tamylase, on congoit que cette substance 
joue un role tres important dans la formation des tissus ve- 
getaux. Toutefois la transformation de Tamidon ne se produit 
pas toujours a Taide de Tamylase et, par le fait qu'une cellule 
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opere la transformation dos matieres amylacees, il n'est nul- 
lement prouve qu'elle secrete cetle diastase. 

Nous verrons plus loin, en efTet, qu'il existe encore d'au- 
tres enzymes agissant sur I'amidon en le rendant assinnilable 
et prop re a la construction des tissus. 

Wartmann a soutenu cjue Tassimilation de I'amidon ne se 
fait pas toujours sous T influence des enzymes et il a cru 
demontrer que le protoplasma seul pent, par lui-m^me, pro- 
duire une action dissolvante et hydratante sur Tamidon. 

Cette maniere de voir pent ccpendant etre serieusement 
discutee. II est vrai que dans les feuilles des plantes ou il se 
produit une transformation tres active de Tamidon, on trouvc 
generalement des quantites de diastase peu en rapport avec 
le travail constate. II est egalement vrai que souvent les tiges 
et les petioles ne secretent pas de substances actives, tandis 
qu'on constate dans ces organes une assimilation energique 
de Tamidon. Mais pes faits ne sont pas suflisants pour prouver 
I'intervention directe du protoplasma dans Thydratation de 
I'amidon. 

Le fait qu'on n*a pasreussia trouver del'amylase dans des 
cellules pent simplemeut provenir de diflicultes de Tordre do 
celles qui se presentent dans I'etude de la sucrase ; en d'au- 
tres termes, I'amylase pent etre plus ou moins retenue a 
I'interieur des cellules ou entrer en combinaison avec d'au- 
tres substances et devenir ainsi plus ou moins soluble. 

Ainsi que nous I'avons constate pour le tannin, I'amylase 
se presente parfois sous une forme inactive, parce que les con- 
ditions dans lesquelles clle se trouvc ont une influence d6- 
favorable sur son action. En ce cas, elle acquiert de nouveau 
ses proprietes, aussitot qu'elle est placee dans des conditions 
fa vo rabies. 

Nous savons, de plus, que Tefiet produit par un enzyme 
depend surlout des conditions du milieu et nous pouvons 
bien admettreque, dans les cellules vivantes. Taction des dia- 
stases est plus energique que dans nos experimentations. 
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II est probable, d'ailleurs, qu'avec une quantile Je substance 
active intlosable on pent obtenir des eflbts energiques, si Ics 
conditions du milieu se montrent favo rabies. Si done I'amy- 
lase n'a pas ete trouvee dans les difTerents organes vegetaux 
que Ton a examines, on peut attribuer ces resullats negatifs 
aux diflerentes circonstances que nous venons d'enumerer. 
II n'est done nullement etabli que le protoplasma soit ca- 
pable, sans rintervention d'enzymes, d'liydrater Tamidon, et 
toutes les donnees que nous possedons sur les enzymes ten- 
dent plutot a prouver que Ton se trouve encore ici en pre- 
sence d'actions diastasiques. 

L'amylase se retrouve encore, d'apres quelques auteurs, 
dans les moisissures. Ainsi, I'aspergillus niger, le penicillum 
glaucum, cultives dans des conditions dcterminees, secrete- 
raient une certaine quantite d'amylase, mais la presence de 
cette diastase dans les moisissures est cependant tres rare. 

La diastase hydratant Tamidon se rencontre, non seulement 
dans le regne vegetal, mais aussi dans les secretions ani- 
males. On constate sa presence dans la salive, dans le sue 
pancreatique et dans le foie. 

La presence constante de la substance active dans la sa- 
live peut etre attribuee a deux causes diflerentes : 

On peut admettre que I'amylase est secretee par les glan- 
des salivaires, mais on peut admettre aussi qu'elle est due 
aux ferments figures qui se trouvent dans la bouche et qui 
se nourrissent de matieres amylacees. 

Claude Bernard, qui a etudie cette question, se montre par- 
tisan de la derniere hypothese. En chauflant de la salive a lOo", 
il a constate la destruction cotnplele de la substance active. 
Cette salive ayant perdu la propriete d'agir sur I'amidon 
redevient active lorsqu'on I'abandonne pendant quelque temps 
a la temperature ordinaire. 

II attribue ce phenomene au developpement dans la salive 
de nouveaux ferments capables de fournir au liquide ambiant 
de nouvelles quantites de diastase. 
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L'apparition de la diastase pourrait cependant etre expli- 
cpiee par Taction dc la teinperaUire sur les ferments de la 
salive. Cerlaines cellules qui n'ont pas ete delruites par la 
chaleur retiendraient encore de Tamylase, et cette diastase, 
lorsqu'on abaisse la temperature, se diffuserait dans le lic|uide. 

Quoi qu'il en soil, I'apparition de I'amylase dans la salive 
j)eut s'explicjuer autrement que par une secretion des glandes. 

Pour resoudre definitivement cette question, il faudrait repe- 
ter rexpcrience de Claude Bernard en se placant dans des con- 
ditions ou rintervention de lout ferment figure put etre evitee. 

Preparation de V amylase. — L'amylase pent etre pre- 
cipitee de ses solutions, soil par entramement, soil par Tac- 
tion de Talcool. 

D'apres Cohnlieim, on pent extraire la diastase de la sa- 
live par la melhode suivante : on active la salivation en 
ringant la bouche avec de Tether.. La salive est alors recueillie 
et additionnee d'une faible dose d'acide phosphorique. Le 
liquide acide est ensuite neutralise avec grande precaution a 
Taide d'eau de chaux tres diluee. 11 se forme ainsi un phos- 
l)liate de calcium qui se precipite en entrainant la diastase ainsi 
(]ue d'autres matieres azotees. Ce precipite est separe par 
filtration, puis lave sur le liltre avec un volume d'eau egal a 
celui de la salive employee. Par le lavage, la diastase entre 
en solution. On la precipite de cette solution par une addition 
convenable d'alcool. 

La preparation de Tamylase se fait beaucoup plus facile- 
ment a Taide d'une infusion de malt. Payen a constate le 
premier que les substances actives d'une infusion peuvent 
etre precipitees de la solution par une addition convenable 
d'alcool. Le produit qu'on obtient ainsi est malheureuse- 
ment loin d'etre pur; de plus, il est tres alterable a Tair, 
«'oxyde et devient tres facilement inactif en prenant une cou- 
Icur tres foncee. 

L'alteration de Tamylase est facilitee par les substances 
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etrangeres precipitces en memo temps que la diastase par 
ralcool. On a propose differcnts moyens pour eviter ces incon- 
venients. Payen et Persoz conseillent, par exemple, d'ajouter 
a rinfusion de malt une quantite d'alcool insuffisante pour 
precipiter la diastase, puis de porter la solution alcoolique a 
la temperature de 70°, temperature qui, d'apres eux, elimi- 
nerait de I'lnfusion les matieres etrangeres, particulierement 
les matieres albuminoides. Gette operation terminee, on separe 
les substances coagulees du liquide qui les renferme et on 
ajoute un exces d'alcool pour provoquer une precipitation de 
Tamylase. 

Par cette methode, on obtient un produit blanc et peu al- 
terable, mais ne possedant qu'unc activite tres faible. 

On obtient des resultats beaucoup plus appreciables par la 
methode de Lintner : 

Une partie de malt finement broyee est diluee dans f\ 
parties d'alcool a 20 pour 100; on laisse macerer pendant 
24 heures ; on separe ensuite Ic liquide du malt, on le filtre 
(^.t on ajoute a chaque volume de liquide fdtre 2 volumes 
d'alcool absolu. II se forme ainsi un precipite floconneux ; 
on decante la partie claire et on met le precipite sur le filtre. 
Apres un premier lavage a I'alcool et a Tether, le preci- 
[)ite est broy^ dans un petit mortier avec un peu d'alcool ; il 
est replace ensuite sur le fdtre et soumis a un second 
lavage a I'alcool et k I'ether, puis desseche dans le vide. 

Par cette methode on obtient un produit que Lintner 
nomme diastase brute et que Ton pent encore purifier par 
dissolution dans I'eau et precipitation par I'alcool. Cette puri- 
fication conduit a un produit d'une composition constante, 
mais peu actif. 

Cette methode donne de bons resultats, a condition que 
les operations soient pratiquees avec une certaine rapidite 
afm d'eviter que la diastase precipitee ne se trouve au con- 
tact de fair avaht qu'elle ne soit completement deshydratee, 
Toutefois, le produit obtenu est tres riche en cendres ainsi 
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([u'en matieres etrangercs qui ont etc precipitees de Tinfusion 
do malt par ralcool. 

Pour aboutir a des produits plus purs et plus actifs nous 
conseillons d'employcr un autre precede. 

Pour diminuer dans I'infusion de malt la quantite de 
substances extractives qui ne possedent pas de ])Ouvoir dias- 
tasique, on provoque une fermentation alcoolique de cette 
infusion avec des levures prealablement soumises a un 
regime tres pauvre en azote. La fermentation alcoolique, 
})rovoquee par ces levures dans Tinfusion de malt, detruit une 
grande parlie des hydrates de carbone, elimine une quantite 
considerable de matieres albuminoides et de sels, tout en 
laissant la diastase absolument intacte. 

Voici comment on procede : on fait macerer lOO grammes 
de malt reduit en poudre avec 3oo grammes d'eau a la tem- 
perature de 3o® pendant i8 lieures. On remue le melange de 
demi-lieure en demi-heure. Les dreches separees par pression 
du liquide sont tamisees et lavees a Teau; I'eau de lavage, 
jointe au liquide de la maceration, est soumise a un filtrage. 
Le produit de la filtration est amene i 3oo centimetres cubes, 
addilionne de i o grammes de levure de biere et abandonne 
a la temperature de 28° pendant 48 heures. On fdtre ensuite, 
et au liquide limpide on ajoute 700 centimetres cubes d'alcool. 
La levure qu'on emploie pour cette preparation doit avoir 
tout d'abord sejourne pendant 2 4 heures dans une solution de 
Sucre a 10 pour 100. La fermentation fait perdre a la levure 
une partie de son azote et la rend tres avide de matieres 
albuminoides. 

Avec 100 grammes de malt nous avons obtenu de 3 a 
3,5 grammes d'une substance blanche ayant la m^me aclivite 
que 80 grammes du malt employe. 

Une nouvelle methode de preparation de la diastase a etc 
proposee recemment par \\ roblewsky qui pretend que la 
diastase preparee par les methodes ordinaires sc trouve tou- 
jours melangee a un pentose, Tarabane. La methode consiste 
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en une precipitation fractionnee provoquee par Taction des 
sels. 

L*auteur ajoute, goutte a goutte, a une solution d'amylase, 
du sulfate d*ammonium jusqu'a ce qu'il se produise un 
trouble dans la solution. A ce moment le liquide conlient 5o 
pour 100 de sulfate d'ammonium; laisse en repos, pendant 
quelque temps, il se produit un precipite compose de petits 
flocons jaunatres, precipite que Ton separe et qu*on lave avec 
une solution a 54 pour 100 de sulfate d'ammonium. 

Ce precipite est tres actif : ajoute a une solution d'amidon, 
il le transforme completement et presque instantanement en 
Sucre. D'apres Tauteur ce depot serait uniquement compose 
de diastase. 

Le liquide dont on a separe le precipite est additionne a 
nouveau de sulfate d'ammonium jusqu*a la dose de 60 
pour 100; il se produit alors un nouveau depot, qui, separe, 
lave et examine, a ete reconnu comme etant un melange 
d*un pentose, Tarabane et de diastase. 

Enfin, dans une troisieme operation, on reprend le second 
liquide separe de son precipite, on le sature par le sulfate 
d'ammonium et on recueille un nouveau produit unique- 
ment compose de pentose. II en resulte que quand on veut 
obtenir un produit tres actif on doit prendre le premier pre- 
cipite obtenu dans la solution contenant 5o pour 100 de 
sulfate d'ammonium. 

L'amylase preparee de cette fagon est tres soluble dans 
I'eau. Elle ne se coagule pas par le chaufFage, soit en solu- 
tion neutre, soit apres acidification par Tacide acetique ou 
I'acide chlorhydrique a faibles doses. 

Une forte addition d'acide chlorhydrique produit cepen- 
dant, par le chauffage, une coagulation sous forme de legers 
flocons. La solution d'amylase, additionnee d'une certaine dose 
d'acide nitrique, donne un leger precipite qui se redissout dans 
un exces de reactif. Elle fournit la reaction de Millon, celle 
du biuret et la reaction xantho-proteique. Sa solution addi- 
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tionnce de bichlorure dc niercure laisse deposer un legcr 
precipite. L'acide tanniquc ajoulee a la solution d'amylaso 
produit un volumineux precipite soluble dans la soude 
etendue. Cette solution alcaline prend une legere coloratioi> 
quand on I'abandonne a I'air a 5o° inais ne perd pas coni- 
pletement son pouvoir hydratant. 

L'amylase obtenue par Wroblewsky a donne a Tanalyso 
une teneur en azote de i6,53 pour loo. 

Proprietes de Vamylase. — L'amylase est douee de 
deux proprietes dislinctes : elle liquefie I'empois et elle trans- 
forme Tamidon ainsi que la dextrine en maltose. 

Les deux proprietes de cette diastase peuvent facilemcnt 
ctre mises en evidence par les experiences suivantes. 

Dans ICO centimetres cubes d'eau maintenue a TebuUition, 
on ajoute lo grammes de fecule de pommes de terre diluee 
dans 20 centimetres cubes d'eau tiede. Le melange forme un 
empois epais qui acquiert encore plus de consistance quand 
on le maintient pendant quelque temps au voisinage de 100°. 
On ajoute k cet empois quelques centimetres cubes d'unc 
infusion de malt et on laisse le tout dans un bain-marie a 
la temperature de yo^-yS**. La masse pateuse ne tarde pas 
a se fluidifier et dans un delai plus ou moins court, suivant 
la force diastasique de Tinfusion, Tempois est transforme en 
un liquide transparent traversant le fdtre en papier. 

Ce liquide, d'un gout fade, contient des dextrines et seule- 
ment des traces de sucre. II fournit avec la teinture d'iode 
une coloration bleue intense. On refroidit cette solution dc 
dextrines et on ajoute de nouveau un peu d'infusion qu'on 
laisse agir a la temperature de 5o°-6o°. Si Ton prdleve de 
temps en temps des echantillons et qu'on les analyse on 
constate que la dextrine disparait graduellement et qu'il 
apparait dans le liquide un sucre reducteur: le maltose. 

Les changements successifs qui s'operent dans le mout 
de dextrines, sous Taction de Tinfusion de malt, peuvent 
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etre facilement suivis a I'aidc de la teinture d'iode. La colo- 
ration bleuc foncee, obtenue dans la solution d'amidon par 
riode, s'affaiblit graduellcment au fur et a mesure que la 
saccharification se poursuit. On obtient, au cours de la saccha- 
rificalion, toutc une scrie de nuances. Du bleu fonce que 
ilonne Tamidon, on passe au violet, puis au rouge, puis au 
jaune. Enfin, lorsque la saccharification est fort avancee, 
riode ne donne plus de coloration. 

L'action, a la fois saccharifiante et liquefiante de Tamy- 
lasc a souleve un doutc sur Tindividualite de cet enzyme. 

On a eniis riiypotliese que Ton se trouvait en presence de 
deux enzymes diflerents, parce que les deux fonctions diasta- 
siques de Tamylase se manifestent k dcs temperatures tres 
differentes et que la saccharification et la liquefaction sont 
influenc^es tres diversement par les conditions chimiques et 
physiques du milieu. 

Toutefois, nous devons ecarter, du moins jusqu'a ce 
qu'elle soit etablie par des preuves certaines, cette interpre- 
tation qui apporte une nouvelle complication a Tetude de 
l*amylase. 

Cette hypothese ne serait acceptable que si Ton pouvait isoler 
completement chacune des fonctions de f amylase, c'est-a- 
iKre obtenir deux produits ayant Tun, uniquement le pouvoir 
liquefiant Tautre, uniquement le pouvoir saccharifiant. 

Cette separation n'a jamais pu etre faite, au contraire. En 
raaintenant I'infusion de malt a 70° on favorise, il est vrai, 
surtout la liquefaction, mais le produit obtenu contient aussi 
une faible quantite de sucre. Si, au contraire, on maintient 
la temperature de telle fagon qu'elle favorise la saccharifi- 
cation, c*est-a-dire a 5o°-6o'*, on produit, en m^me temps, 
une faible liquefaction. 

Influence des quantites. — L'etude de faction de 
f amylase conduit a des conclusions analogues a celles qu'a 
fournies I'etude du mode d' action de la sucrase. On constate 
Effront. Les Enzymes. 9 
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en effet si Ton suit la marche de la saccharification que la 
quantite de sucrc fonne au debut de Thydratation est pro- 
portionnelle a la quantite de diastase employee. Dans la suite, 
quand le dedoublement de Tamidon est plus avance, cette 
proportionnalite cesse d'exister. 

La marche de la saccharification, lorsqu'on emploie, pour 
la meme quantite d'amidon, des quantites croissantes d'amy- 
lase, est indiquee par le tableau suivant : 



QUANTITE 


QUANTITE 


D INFUSION DE MALT 


DE MALTOSE 


EMPLOYEE 


PRODUIT 


3 

5 
lO 

i5 


o,i 
o,3i 

0,49 
0,8a 
I ,1 


ao 
3o 


I»I 

I ,a 



En arr^tant Taction de la diastase apres une heure, dans 
une saccharification faite a 5o° en presence de doses diffe- 
rentes d'amylase, on constate qu'avec 3 centimetres cubes 
d'infusion de malt on obtient sensiblement 3 fois plus de 
maltose qu'avec i centimetre cube. 

Si Ton augmente encore la dose de diastase, on constate 
un accroissement de la quantite de maltose forme, accrois- 
sement qui est, cependant, de moins en moins regulier. Au 
delk d'une certaine limite la quantite d'infusion n'influence 
plus la marche de la saccharification, quoique h ce moment 
toutes les dextrines contenues dans la solution ne soient pas- 
encore transformees. 

Dans rinversion par la sucrase nous avons constate une 
marche analogue. Toutefois, Tanalogie n'est pas complete. 

Avec Tamylase la proportionnalite se maintient jusqu'au 
moment ou environ 4o pour 100 de Tamidon mis en travail 
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est transforme, tandis qu'avec la sucrase la proportionnalite 
nesemontre plus lorsque i5 pour loo du sucre se trouve 
Interverti. 

En outre, le ralentissement h la fin de Taction est beau- 
coup plus prononce dans le cas de Tamylase que dans celui 
de la sucrase. 

Action du temps. — Lorsqu'on ^tudie Taction du temps 
sur la marche de la saccharification, on constate de nouveau, 
au commencement de Taction, T existence d*une proportion- 
nalite et, ensuite, un ralentissement qui s'accentue de plus 
en plus au fur et a mesure que la transformation de Tamidon 
avance. 

Pour mettre Taction du temps en evidence nous faisons 
agir une faible quantite de diastase sur un empois d'amidon 
a I pour I go; nous pr^levons des echantillons de temps en 
temps et nous determinons la quantite de sucre formee. 

Voici les resultats obtenus a la temperature de 5o° : 



NUMEROS 


DUREE DE L ACTION 


MALTOSE PRODUIT 


DES iCHANTILLONS 


EN HINUTBS 


— 


I 


i5 


o,o5 


2 


3o 


0,097 


3 


6o 


0,21 


4 


I30 


0.39 


5 


24o 


o,63 


6 


48o 


0,62 



Dans les 4 premiers echantillons la quantite de maltose 
formee est presque proportionnelle a la duree de Taction. 
Dans les autres la proportionnalite cesse d'exister et il est 
interessant de constater qu'au moment ou le ralentissement 
commence il y a dans le liquide a pen pres 4o pour 100 de 
maltose forme. C'est done le rapport entre les quanlites do 
[)roduit transforme et non transforme qui influe sur la marche 
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de rhydratation. C'est ce rapport qui determine Tarret dans 
la proportionnalite. 

Si, au lieu d'employer, comme on vicnt de le faire, iinc 
quantite tres faible de diastase, on repete le meme essai avcc 
des doses doubles d'infusion, tout en employant la memc 
quantite d'amidon, on constate que la proportionnalite s'arrete 
deja apres la premiere heure d'action. Si la quantite de dias- 
tase est encore augmentee, la marche de la transformation 
devient irr^guliere apres quelques minutes. 

Influence de la temperature. — En saccharifiaut un 
empois d'amidon avec des infusions de malt a differentes 
temperatures pendant i5 minutes, Kjeldahl a obtenu les re- 
sultats suivants : 

TEMPERATURE POUVOIRS R^DUCTEURS 

i8,5 17,5 

35 3o,5 

54 4i,5 

63 43 

66.5 34 

68 ag 

70 18 

L'action de Tamylase est tres lente h o®. Vers 3o° la sac- 
charification commence k marcher rapidement et Tactivite 
des ferments augmente ensuite tris rapidement d'intensite 
jusque vers 60°. Passe 60°, la production de maltose va en 
diminuant et k la tempi^rature de 70°, qui est la temperature 
la plus favorable k la liquefaction, la quantite de sucre produit 
devient insignifiante. 

Kjeldahl et Bourquelot ont constate que Tamylase, main- 
tenue pendant quelque temps a des temperatures superieures 
a 60°, se comporte autrement qu'une diastase non chauffee. 

Une infusion de malt maintenue pendant 10 minutes a 



AMYLASE i3S 

(liflerenles tempeialures ct inlroduite cnsiiite dans un empois 
a 5o° produit des reactions tres diflerentes : 

L infusion de malt ( h 63° fournit 63 o/o maltose, 37 0/0 dextrine. 

chaufiee < a 68® — 35 0/0 — 65 0/0 — 

pendant 10 minutes ( 2170*' — 17,4 — 82,6 — 

La temperature a laquelle on a prealablement porte Tin- 
fusion a done produit un changement dans le mode d'action 
(le Tamylase. La diastase chauflee determine un dedoublement 
dc Tamidon d'apres des equations qui different suivant les 
temperatures auxquelles on a porte Tinfusion. 

Pour rendre evidente Tinfluence de la temperature sur la 
niarche de la saccharification, on pent encore faire Texpe- 
ricnce suivante : 

On chauffe une infusion de malt pendant 1 2 heures a 68**, 
j)uis on essaie son pouvoir ferment en le comparant a celui 
(Ic la meme infusion non chauffee. On fait agir a 5o° sur un 
onipois d'amidon a i pour 100, 10 centimetres cubes de 
r infusion non chauffee et 10 centimetres cubes de la meme 
infusion chauffee prealablement i 68°. 

On obtient dans le premier cas 0,6 de maltose et dans 
le second o,3. La force diastasique a done diminue de moitie. 

Oil peut maintenant essaj er la force de Tinfusion chauffee 
a 68** dans des empois a differents degres de concentration : 

10''*' d'infusion ont donne dans un empois a i 0/0. . o , 3 maltose. 

— — a 0/0. . 0,6 — 

— — 3 0/0. . 0,9 — 

Dans Tempois a 2 pour 100 Tinfusion chauffee donne un 
travail normal, c'est-a-dire fournit la meme quantite de sucre 
que si elle n'avait pas ete chauffee. Dans Tempois a 3 pour 100 
I'infusion, maintenue a 68", fournit une quantite de sucre 
encore plus grande. 

La variation d'energie de Tinfusion, suivant la concen- 
tration de Tempois, devient plus frappante si Ton remarque 
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que dans les 3 essais cites plus liaut il s'est forme des quan- 
lites de maltose proportionnelles aux doses d'amidon con- 
temies dans Tempois. On a toujours obtenu 3o pour loodc 
maltose. 

L'infusion chauffee conserve done toutes ses proprietes 
cpiand il s'agit de produire des dedoublements limites, tan I 
que riiydratation ne depasse pas 3o pour lOO, mais cettp 
infusion ne pent plus produire d*hydratalion plus profonde. 

On cherche a expliquer la difl'erence d'action de la dias- 
tase chauffee et de celle qui ne Test pas par riiypothese 
qu'il existerait differentes especes d'amylases. Ces diverses 
diastases possederaient des temperatures differentes de des- 
truction et de coagulation et dedoubleraient differemmenl 
I'amidon. 

D'apres cette tlieorie, en cliauffant Tinfusion a 68°, on 
exercerait une action defavorable sur les diastases produisani 
des hydratations profondes, c'est-a-dire donnant peu de dex- 
trines et beaucoup de sucre, mais on laisserait intactes les 
diastases effectuant le travail contraire, c'cst-k-dire formant 
beaucoup de dextrines et peu de sucre. 

Les enzymes produisant une saccharification peu pro- 
fonde agiraient, d'apres cette hypotliese, tres favorablement 
lorsque Ton met en presence de I'infusion chauffee de grandes 
quantites d'amidon. Dans ce cas particulicr on constaterait 
que la hausse de la temperature ne produit aucune alteration 
des diastases. 

Nous aurons Toccasion de revenir sur cette hypothese, 
mais disons, d^s a present, qu*elle ne Concorde nullement 
avec les faits que nous exposerons plus loin. 

Influence des agents cbimiques. — Les conditions du 
milieu influent a un tres haut degre sur Taction de Famy- 
lase qui se montre tres sensible vis-a-vis de toute une serie 
de substances chimiques. 

On a depuis longtemps observe que le moindre change- 
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ment dans Facidite du milieu exer<^ait une influence mani- 
feste sur la marche de la saccharification par la diastase. On 
admet, generalement, que Taction diastasique peut etre 
favorisee par des doses tres faibles d'acide et que, par une 
acidite plus grande, on arrive a ralentir et, ensuite, a arrSter 
completement la marche de I'hydratation. 

Kjeldahl a, le premier, etudie avec methode Tinfluence de 
Tacidite du milieu. 

II se sert pour cette experience de liquides dextrines. 

Dans une serie d'echanlillons de lOO centimetres cubes, il 
ajoute, pourde monies quantites d'infusion, de malt et d'em- 
pois, des quantites diflerentes d'acide sulfurique, laisse la sac- 
charification se produire pendant 20 minutes a la temperature 
de 59® et dose ensuite le sucre forme. 

L*influence des diflerentes doses d'acide sur la diastase se 
trouve resumee dans le tableau suivant : 



POUU lOODEMPOIS 


ACCROISSEMENT 


EN M1LLI0RAMUE8 


EN SUCRE 





0,44 


I 


0.47 


2 


0,49 


3*5 


o,48 


3 


0,43 


3,5 


0,27 


4 


o,i3 


6 


0,03 


10 


o,oi 



On voit ainsi qu*une dose de i a 2 1/2 milligrammes d'a- 
cide sulfurique produit une action favorable, tandis qu'une 
dose de 3 1/2 milligrammes provoque un ralentissement que 
des doses superieures accentuent de plus en plus. Avec 
10 milligrammes on obtient un arret presque complet. 

Si Ton compare la sucrase et I'amylase au point de vue de 
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leur sensibilite vis-a-vis des reactions du milieu, on trouve 
line difference tres notable entre les deux enzymes. 

iSous avons \u que la sucrasc produit son maximum d'effet 
dans un milieu acide. Au contraire, Finfluence favorable des 
acides est tres peu prononcee pour I'amylase. 

Pour la diastase intervertissant le sucre de canne, le milieu 
naturel est un milieu acide. Au contraire, Tenzyme pro- 
duisant le maltose, beneficie tres peu d'une faible aciditc et 
se montre d'une sensibilite extraordinaire vis-a-vis de doses 
plus fortes d'acide. 

Les chiffres indiques par Kjeldahl ne doivent cependant pas 
etre consideres comme constants, car, en se placant dans 
d'autres conditions que lui, nous avons trouve des resultats 
tout a fait differents. 

INous avons pris une infusion de malt filtree et Tavons addi- 
tionnee de differentes quantites d'acides sulfurique et chlo- 
rhydrique, puis nous avons determine le pouvoir diastasique 
de I'infusion avant et apres I'acidification. jNous avons obtenu 
ainsi les resultats suivants : 



ACIDE 




FORCE 


DIASTASIQUE 


MILLIGRAMMES POUR 


lOO 








( ^ 




lOO 




\ ^ 




io8 


Acide sulfurique. 


} 3 




io4 




/ ^ 




lOO 




I ^^ 




98 




( ^ 




107 


Acide chlorhvdrique. 


5 




io4 




lO 




97 



Or, avec 10 milligrammes d'acide sulfurique, Kjeldahl a 
constate un arret presque complet dans la saccharification 
tandis que, dans nos essais, cette dose d'acide s'est montree 
presque sans effet. 
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On peut done conclure que le milieu, par lui-memc, pos- 
sede ici encore une influence au point de vue dc la sensibilite 
de Tenzyme. 

L*orsqu*on ajoute un acide mineral a une infusion de 
malt, une partie de cet acide se combine aux bases de Tin- 
lusion en deplagant des acides organiques qui, variant de 
nature d*une infusion a Taulre, agissent plus ou moins ener- 
giquement sur Tamylase. 

L'action de Tacide lacticjue sur Tamylase merite une atten- 
tion particuliere car Tinfusion de malt ainsi que le mout dc 
grains contiennent generalement ces acides. II y a done lieu, 
dans la saccharification industrielle, de tenir compte de ces 
faeteurs. 

Nous avons etudie Taction de I'acide lactique dans des con- 
ditions tres varices, et ces essais nous ont amene aux con- 
clusions suivantes : L'eflet d'une dose determinee d'acide 
sur la diastase difiere suivant la duree de Faction et aussi 
suivant la temperature. Les acides agissent, en outre, diver- 
sement sur le pouvoir saccharifiant et sur le pouvoir liqu(5fiant. 

Les influences combinees du temps et des acides peuvent 
etre mises en Evidence par rexperience suivante : A une 
infusion de malt, fitree sur le filtre Chamberland, on ajoute 
differentes quantites d'acide lactique, et on determine la 
force diastasique apres i heure et aprfes 12 heures. 

ACIDE LACTIQUE POUR 100 POUVOIR SACCHARIFIANT DE l'iNFUSION 



GRAMMES 


APR^S I HEURE 


APRis 


13 HEURES 


10 


48 




43 


ICO 


53 




a4 


4oo 


57 




ai 



En laissant pendant i heure T infusion de malt en presence 
de /ioo centigrammes d*acide, a la temperature de 3o**, on 
constate une augmentation sensible du pouvoir saccharifiant, 
tandis que la mSme dose d'acide produit un eflet desastreux 
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si on laisse Taction seprolonger pendant 12 hemes. Lepou- 
voir saccharifiant descend, dans ce cas, de 48 a 2 1 . 

On repete ensuite la meme experience en changeant seule- 
ment la temperature. On. abandonne T infusion a la tempe- 
rature de 55** pendant i heure et on determine le pouvoir 
diastasique. 



ACIDE 


POUVOIll 


EN CBNTIORAUMES 


DIASTASIQUE 


10 


44 


100 


4i 


4oo 


20 



Les doses d'acide qui ont produit une augmentation du 
pouvoir diastasique k 3o" agissent deja tout autrement a la 
temperature de 55°. 

A cette temperature les 4oo centigrammes d'acide ont fait 
descendre le pouvoir saccharifiant de 4o a 20. 

La sensibilite de Tamylase devient encore plus evidente si 
Ton examine les changements produils dans le pouvoir lique- 
fiant, apres i et 12 heures d'action, en presence de diflerentes 
quantites d'acide. 



lCIDE lagtique 


APREJ 


POUVOIR LIQL 


KFIANT 




EN CENTIGRAMMES 


} I IICURE 


APRES 


I a HRURES 






— 




— 


10 




100 




TOO 


100 




100 




5o 


4oo 




5i 




20 



Les changements que nous constatons dans le pouvoir 
liquefiant nous montrent que, sous Tinfluence des acides, 
Taugmentation du pouvoir saccharifiant de Famylase se fait 
au detriment du pouvoir liquefiant. 

Apres I heure a 3o", /|Oo centigrammes font monter le 
pouvoir saccharifiant de 48 a 57, mais, en meme temps, le 
pouvoir liquefiant se trouve reduit presquc de moitie. 
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Nous verrons plus loin, dans le chapitre consacre aux 
applications industrielles, que la valeur reelle de la diastase 
reside dans son pouvoir liquefiant et que, par consequent, 
Texaltation produite par Tacide est plus fictive que reelle. 

Les reactions alcalines du milieu se montrent tres peu favo- 
rables a Taction de Tamylase. Toutefois, la diastase peut sup- 
porter une certaine alcalinite sans s'alterer, car, lorsqu'on 
neutralise Talcali, la diastase reprend de nouveau son activite. 

Le carbonate de sodium agit sur Tamylase k doses exces- 
sivement faibles. En additionnant 100 centimetres cubes 
d'empois neutre de 5 milligrammes de carbonate de sodium, 
nous avons vu diminucr le pouvoir diastasique de 20 pour 
100 environ. En presence de o*'",25 de sonde nous ri'avons 
obtenu que le quart de la quantite de sucre que la diastase 
ciurait donn^e sans addition d'alcali. D'aprfes Texperience de 
Duggan, la sonde caustique a la dose de 2 milligrammes 
produit deja un effet desastreux : sous son influence Tamylase 
perdrait environ 75 pour 100 de son activite. 

Les sels influencent aussi Taction diastasique, soit en acti- 
vant, soit en paralysant Tamylase. 

Le bichlorure de mercure, a la dose de i millieme, agit 
comme paralysant. 

Le chlorure de calcium, a la dose d'un centifeme, diminue 
de moiti^ Tactivite de Tamylase. 

D'aprfes Kjeldahl, les sels de plomb, de zinc, de fer, ainsi 
que Talun paralysent Taction de la diastase et leur influence 
plus ou moins nuisible peut ^tre exprimee par les chiffres 
suivants qui indiquent la proportion entre Taction normale, 
exprimee par 100, et Taction en presence des sels : 

* Azotate de potassium. 10 centigrammes.. . . 20 

Sulfate de zinc ao 

Sulfate de protoxyde de fer 30 

Alun 3 

D'apres difierents auteurs, le chlorure de sodium, a la dose 
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de un demi pour loo produirait deja un ralentissement no- 
table. 

Nos essais n'ont pas confirme ccs donnees. Avec le sel 
commercial nous avons souvent constate une action para- 
lysante, mais la meme chose ne s*est pas produite lorsque 
nous avons employe le sel cliimiquement pur. II faut done 
plutot attribucr a des impurctes Faction paralysante du chlo- 
rure de sodium commercial. 

• II faut egalement ranger dans la classe des paralysants 
I'alcool et la pluparl des antiseptiques. 

L'acide salicylique, le phenol, Taldehyde formique, em- 
ployes a des doses minimes, agissent sur la diastase. 

Toutefois, on ne peut pas ranger definitivement tous les 
antiseptiques dans la classe des substances nuisibles. L'acide 
l)icrique, par exemple, ainsi qu*il resulte de nos essais, n'agit 
iiuUement com me paralysant ; son action se manifeste plutot 
dans le sens contraire. 

L'etude des conditions qui peuvent influencer la marche 
de la saccharification prescnte un reel interet au point de vue 
pratique. Elle fournit des indications precieuses aux distil- 
lateurs et aux brasseurs ainsi qu*a d'autres industriels qui 
utilisent les proprietes de Tamylase. 

En prenant comme but de nos travaux la recherche des con- 
ditions favorisant Taction diastasique, nous avons fait intervenir 
dans la saccharification un grand nombre de substances chi- 
miques.Ces essais n'ont pas repondu a toutes nosesperances. 

Nous ne sommes pas arrive a relever la valeur reelle d*un 
malt par des substances chimiques, mais les resultats de nos 
experiences jettent une lumiere particuliere sur le mode d*ac- 
lion de Tamylase et fournissent une base solide pour Tanalyse 
de la diastase. 

Nous avons constate que toute une serie de substances chi- 
miques peuvent favoriser a un tres haut degre la marche de 
la saccharification par la diastase. Cette action favorisante 
est cependant d*une nature toute particuliere et peut seu- 
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lement etre mise en evidence lorsqu'on se place dans des 
conditions determinees. 

A la serie de substances favorisantes appartiennent les sels 
de vanadium et d'aluminium, les phosphates, I'asparagine, 
les matieres albumino'ides, Facidc picrique. 

Pour etudier Faction de ces diflerentes substances sur la 
fermentation diastasique, nous avons employe deux methodes 
differentes. 

La diastase a d'abord ete mise en contact direct avec Ic 
reactif et ensuite introduite dans Tempois. Apres la saccha- 
rification on a dose la quantite de sucre forme. Dans un essai 
parallele pratique, avec la m^me quantite de diastase n'ayant 
pas subi rinfluence du reactif, on a determine la quantite de 
maltose produit, et Ton a, finalement, compare les resultats 
des deux essais. 

Dans la seconde serie d'essais les reactifs ont ete ajoutes 
directement a Tempois dans lequel on versait ensuite Finfu- 
sion de malt. 

Dans nos essais nous avons employe une infusion de malt 
preparee a froid avec une partie de malt et 4o parties 
d'eau. L'empois d'amidon avait une densite de i,oi5. Pour 
chaque essai nous avons employe i centimetre cube d'in- 
fusion 111 tree et lOO centimetres cubes d*empois. La saccha- 
rification a eu lieu a 50** pendant i heure. 

Voici quelques chifTres qui resument Finfluence des difle- 
rentes substances chimiques. 

MALTOSE POUR lOO 
d'amidon 

Sans addition 8,63 

Avec 0,7 de phosphate d 'ammonium. . . 5 1,62 

0,5 phosphate de calcium acide. . 46, 12 

0,25 acetate d'alu minium. . . . 62,40 

0,25 alun ammoniacal 56, 3o 

0,25 alun potassique 54»32 

o,o5 asparagine 61,20 
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Par une addition de 5o milligrammes d'asparagine la 
saccharification a ete environ 7 fois plus avancee que dans 
les essais temoins. 

L'acelate d' aluminium peut pioduire le meme effet, mais 
il doit etre employe a plus forte dose. 

Les deux methodes que nous avons employees ont fourni 
des r^sullats diflerents pour le phosphate de calcium ainsi 
que pour Talun. 

Pour les autres substances nous n 'avons pas pu constater 
de difference. 

Les resultats ne changent pas si au lieu d'une infusion de 
malt on emploic la diastase precipitee par I'alcool. lis ne 
changent pas davantage si Ton effectue la saccharification a 
differentes temperatures. II est bien evident que les quantites 
de Sucre trouvees varient suivant la temperature de saccha- 
rification, mais la difference entre les essais temoins et les 
essais faits avec les diverses substances reste toujours sensi- 
blement la meme. 

Une serie d'essais executes dans des conditions tr^s varices 
nous ont conduit aux conclusions suivantes : 

1° Les substances agissant favorablement agissent en raison 
de leur quantite jusqu'a une certaine dose maxima. 

Ainsi. en prenanto,oo5 d'asparagine, nous avons obteau 25,5 maltose. 

— 0,02 — — 87 — 

— o,o5 — — 61,2 — 

— I gr. — — 61,2 — 

2'^ Le maximum n'est pas le meme pour toutes les sub- 
tances favorisant Taction diastasique. 

Ainsi Tasparagine et I'acetate d'aluminium, aux doses ma- 
xima, peuvent influencer la fermentation diastasique beaucoup 
plus profondement que les phosphates. 

3** L'action excitante des substances chimiques se mani- 
fcste seulement dans la premiere phase de Thydratation de 
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ramidon ; au moment ou la saccharification est tres avancee, 
elle cesse d'agir. 

II resulte de ces faits que la meme substance peut pos- 
seder une activlte tres differente, suivant les conditions dan^ 
lesquelles on se place pour experimenter. 

Si Tamylase se trouve en proportion tres faible par rap- 
port a Tamidon a transformer, Teffet des substances chimi- 
ques est facile a constater. Dans le cas contraire, c'est-a-dire 
en presence d'une plus grande quantite d'amylase, TefTet des 
substances chimiques se trouve reduit et, pour une quantite 
de diastase pouvant k elle seule transformer environ 60 pour 
100 d'amidon, les substances activantes n*ont plus aucune 
influence sur Tenzyme. 

Voici une experience qui met en evidence 1' influence de 
I'asparagine en presence de differentes quanlites d'infusion. 

Dans deux echantillons de 1 00 centimetres cubes d'empois 
on introduit i centimetre cube d' infusion de malt et on laisse 
la saccharification se produire pendant i heure a 5o^. L'un 
des echantillons est saccharifie sans addition d'asparagine ; 
Tautre est additionne, au moment ou Ton fait agir le malt, 
de 5 centigrammes de cette substance. 

La saccharification terminee, on determine la proportion de 
maltose formee dans la solution d'amidon soumise a Faction 
diastasique. Ces memes essais sont r^petes ensuite, dans les 
memes conditions, avec 10 centimMres cubes d'infusion au 
lieu de 1 , et Ton arrive aux resultats suivants : 

MALTOSE POUR lOO 

. ^ ICC sans aspargigine , ig 

i » avec asparagine 62 

-^ J iQcc sans asparagine 79»25 

I » avec asparagine 79»25 

On voit par ce tableau que dans I'essai contenant 10 cen- 
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timelres cubes d'infusion, Tasparagine n*agit plus, quoique 
la saccharification soil encore loin d'etre terminee. 

Un resultat analogue peut eire obtenu, meme avec une tres 
faible quantite de diastase. Pour cela, au lieu d'arreter la 
saccharification apres une heure, comme on vient de le faire, 
on laisse la diastase en contact avec I'amidon pendant douze 
heures. 

MALTOSE POUR I GO 

/ Saccharification, i heure k 3o**. 
A < i) I cc d'infusion sans asparagine. . . 6,4 
( 2) » avec asparagine. . . 45, o 

{ Saccharificalion, 12 heures a 80°. 
B < i) ICC sans asparagine 74,8 

( 2) » avec asparagine 7^*9 

/ 

Une autre propriete caracteristique des substances favori- 
sant la fermentation diastasique c'est qu'elles agissent exclu- 
sivement sur le pouvoir saccharifiant tandis qu*elles nln- 
iluencent jamais le pouvoir liquefiant de I'amylase. 

Comme le pouvoir liquefiant excrce son action exclusive- 
ment sur Tamidon et non sur les dextrines, on peut admettre 
que faction des substances favorisantes s'exerce seulement 
sur ces derniers corps. 



CHAPITRE IX 

TRWAIL GHIMIQUE DE L'AMYLASE 

Travail chimique de ramylase. — Theories dc Payen et de Musculus. 
— Existence de differentes dextrines. — Th6orie de Duclaux sur la na- 
ture des difierentes dextrines. — Conservation des diastases pendant la 
saccharification. — Experiences d'Effront. 

Lorsque les grains d'amidon sont soumis pendant peu de 
temps, a basse temperature, a Taction de I'amylase, ils sont 
tres legerement attaques par la diastase. Aucontraire, si Ton 
prolonge Taction, on voit s'effectuer un travail tres profond ; 
les grains se corrodent, entrent en solution et se transforment 
ensuite en substances sucrees. 

L'action de Tamylase est neanmoins plus energique et 
beaucoup plus rapide lorsqu'elle se produit sur un empois 
d'amidon. 

En faisant agir Tamylase a unc temperature convenable sur 
Tempois d'amidon on arrive rapidement a le fluidifier et a le 
transformer en un liquide sucre. Les reactions chimiques que 
la diastase provoque dans Tempois, ainsi que sur les grains 
d'amidon, peuvent etre exprimees par Tequation suivante : 

CI2H20O«0 -{- IPO = C'2n220H 

amidon maltose 

Cette formule nous monlre que Tamidon, sous Tinfluenco 
dc Tamylase, s'hydrate et se transforme en maltose, mais elle 
nc nous indique pas le mecanismc de la transformation. En 
realile, le phenomene est beaucoup plus complexe. 
Effront. Les Enzymes. lo 
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Dans les produits dc la reaction on rencontre toujours des 
dextrines dont la presence indlque que la reaction s'est com- 
l)liquee de la formation de produits intermediaires. 

La saccharification de Tamidon par le malt a fait Tobjet de 
tres nombreuses recherches. Cependant, malgre le nombre 
des travaux faits dans cette voie, on se trouve encore loin, a 
I'heure actuelle, de la solution complete du probleme. 

L' interpretation la plus simple et aussi la plus ancienne de la 
marche de saccharification est celle de Payen. Pour ce savant, 
la diastase exercerait sur Tamidon deux actions successives : 
EUe le transformeraitd'abord en dextrine puis en maltose. 11 
se produirait done d'abord une modification isomerique de 
I'amidon, puis une liydratation de cet isomere. 

D'apres I'interpretation de Payen la transformation de 
I'amidon en dextrine et en maltose devrait forcement se pro- 
duire, non seulement graduellement, mais encore reguliere- 
iiient depuis le commencement jusqu'i la fin de Taction. 

Or, la marche de la saccharification se presente sous un 
aspect tout k fait different. Nous savons, en effet, qu'au fur et 
a mesure que Thydratation se poursuit, Taction de Tamylase 
devient de plus en plus lente. 

La theorie de Payen est done en desaccord avec les faits. 
De plus, elle ne pent pas nous expliquer la formation, pen- 
dant la saccharification, de dextrines donees de proprietes 
differentes. 

D'apres Musculus, la saccharification a lieu, non par la 
transformation successive de I'amidon en dextrine et en mal 
tose, mais par une liydratation suivie d'un dedoublemenl. 
Cet auteur soutient que la molecule d'amidon s*hydrat(3 
d'abord et se dedouble ensuite en une molecule de maltose 
et une molecule de dextrine. 

2C<2H2oO«o -h IPO = C<2H220H + C'^HiOQIO 
amidon maltose dextrine 
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A Tappui de sa theorie, Musculus s'efforce d'^tablir que la 
dextrine et le sucrc formes pendant la saccharification sont 
dans un rapport constant. II pretend en outre que la dextrine 
ne peut plus etre attaquee par la diastase. 

Ces faits ne supportent pas la critique. Les dextrines, en 
effet, peuvent etre transformees en sucre par I'amylase et le 
rapport entre les quantites de maltose et de dextrines ne reste 
nuUement constant ])endant la transformation. Ce rapport 
change pour une meme temperature suivant la duree de Taction 
et la quantite de diastase employee et depend encore de la 
temperature de saccharification. Le rapport entre les produits 
formes, le maltose et les dextrines, n'est done ni simple ni 
constant. 

La theorie de Musculus, basee sur dcs observations peu 
exactes et sur des raisonnements mal fondes, a eu cependant 
une fortune inesperee et, a I'heure actuelle, elle sert encore de 
base a presque toutes les theories de la saccharification. 

Pour accorder cette theorie avec les donnees que Ton possMe 
actuellement sur la saccharification, on attribue aux deux 
operations, a Thydratation et au dedoublement, un caractfere 
de continuite. On considfere I'amidon comme possedant un 
poids moleculaire tres grand. Cette molecule complexe, en 
s'hydralant, se dedouble en maltose et en une premiere dex- 
trine. Cette dextrine, d'une constitution compliquee, fournit 
cnsuite a son tour une seconde molecule de maltose et une 
nouvelle dextrine d'un poids moleculaire moindre que celui 
de la premiere et ainsi de suite. 

La saccharification se fait done en donnant successivement 
naissance a des dextrines de poids moleculaires de plus en 
plus petit. 

Les idees de Musculus furent admises par Brown et Mooris^ 
ainsi que par Lintner, en ce qui concerne la marche de la 
saccharification, expliquce dans cette theorie par une degra- 
dation des dextrines. lis sont loin cependant de partager 
Topinion de Musculus quant a la formation des produits in- 
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termediaires de la reaction, et quant a la grandeur du poid^ 
moleculaire de Tamidon et des dextrines. 

D'apres differents chimistes, il se trouve dans le produit 
dela saccharilication, non seulement des dextrines et du mal- 
tose, mais encore des substances formees par la combinaison 
de ces deux corps. 

Existence de differentes dextrines. — II n'entre pas 
dans le cadre du present travail de discuter toutes les theories 
emises pour expliquer la saccharification de I'amidon. — Re- 
tenons simplement les seuls faits importants de ces theories 
et notamment la formation, pendant la saccharification, 
de dextrines se comportant differemment Ais-a-vis des 
reactifs. 

Pour mettre en evidence la difference entre les dextrines^ 
on pent operer de la fagon suivante : 

On traite par Talcool un empois d'amidon saccliarifie con- 
tenant de lo a 20 parties de sucre pour 100 parties d' ami- 
don. On dissout le precipite obtenu, on le precipitede nouveau 
par I'alcool et on repete cette operation un certain nombre do 
fois. On aboutit ainsi a un produit contenant seulement des 
traces de sucre. 

D'un autre cote, on precipite de la m^me maniere les 
dextrines contenues dans un empois d'amidon fortement sac- 
charifie et contenant environ 80 parties de maltose pour 100 
parties d'amidon. 

Avec les deux sortes de dextrines ainsi obtenues etque nous 
nommerons dextrines A et B, on prepare deux solutions do 
m^me concentration ; on leur ajoute la m^me quantite d'infu- 
sion de malt et on laissc la saccharification se produire a 5o" 
pendant 2 heures. 

Le dosage du maltose obtenu dans ces deux solutions montre 
la difference existant entre les deux dextrines. 

La dextrine A, extraite de Tempois faiblement saccharifies 
s'hydrate tres facilement, tandis que la dextrine B fournil 
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tres peu de maltose. Les deux dextrines different done par 
leur sensibilite vis-a-vis de T amylase. 

La difference dans la nature des deux dextrines peut encore 
letre mise en evidence par Taction des acides. 

De fortes doses d'un acide mineral, en agissant a chaud sur 
les deux dextrines, donnent avec Fune et avec Tautre des 
quantites egales de glucose, mais Ton arrive a des resultats 
lout autres si Ton opere avec des doses tres faibles d'acide. 
Dans ce cas, on observe des differences tres marquees dans 
la marche de Thydratation : les dextrines provenant des mouts 
faiblement saccharifies se transforment bien plus facilement 
que les autres sous T influence des acides. 

Une autre difference entre les 2 dextrines est mise en evi- 
dence par Taction manifestement diverse qu'exercent sur elles 
les diastases en presence des substances excitantes. On prend 
2 echantillons de la solution de dextrine A, sur lesquels on 
fait agir la meme quantite d'infusion de malt, additionn^e, 
pour le premier echantillon, d*une faible dose d'asparagine. 

En laissant agir la diastase pendant quelque temps et en 
Josant ensuite le sucre form6, on constate que la saccharifi- 
cation s'est produite d'une fagon tres differente dans chacun 
des deux essais. 

L'echantillon contenant Tasparagine se montre beaucoup 
plus riche en sucre que Techantillon depourvu de substance 
cxcitante. 

Si Ton repete maintenant les memes essais avec la dex- 
trine B9 on constate que la marche de la saccharification est 
tout a fait differente. Les deux essais, aussi bien celui sans 
asparagine que celui qui en contient, renferment, apres la sac- 
charification, la meme quantite de sucre. Ceci prouve que la 
dextrine B est insensible aux actions combinees de T amylase 
ct de Tasparagine, tandis que la transformation de la dextrine 
A est influencee par ces deux substances reunies. 

La difference de sensibilite des dextrines A et B nous 
explique la non-r6gularite dans la marche de la saccharifica- 
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lion. EUe nous donne en meme temps la raison de la non- 
proportionnalite entre les quanlites de diastase employee et { 
de maltose forme. I 

C*est la formation, a la fin de la reaction, de dextrines I 
d'une nature particuliere qui produit le ralentissement dans « 
la marche de Thydratation et qui rompt la proportion nalite 
entre les quantites de substance active et de produit forme, 
proportionnalite cpii existe au debut de Thydratation , avant 
que les dextrines finales ne se soient formees. 

L'existence de diflerentcs dextrines est un argument en 
faveur de la theorie qui envisage la saccharification comme 
une hydratation suivic d'un dedoublement. Les auteurs de 
cette bypothcse ont cependant le tort d'apporter, pour demon- 
trer Texistence de differentes dextrines, des arguments de 
peu de valeur et d'attribuer a ces differentes dextrines des 
propri^tes qu'elles n'ont pas. 

Ainsi, pour bcaucoup d'auteurs, les dextrines se distin- 
gueraient les unes des autres par la difference de leurs pou- 
voirs rotatoires et reducteurs. Or, en realite, ces differences 
n'existent nullement. Les differences constatees entre les 
pouvoirs reducteurs et entre les pouvoirs rotatoires des 
differentes dextrines proviennent uniquement des impuretes 
que ces dextrines renferment. Elles proviennent, en parli- 
culier, du sucre adherent aux dextrines, sucre qu'on enleve 
difficilement, meme par des precipitations repetees par 
I'alcool. 

Pour airiver a obtenir des dextrines exemptes dc sucre, 
nous soumettons les dextrines impures a une fermentation 
alcooliquc ainsi qu*a des fermentations lactiques. Les diffe- 
rentes dextrines obtenues par cette metliode ne possedent ni 
pouvoir rotatoire ni de pouvoir reducteur. 

Du reste, les proprietes caracteristiques des dextrines A et B 
prouvent suffisamment Texistence de differents corps de cette 
classe et il n'est nullement necessaire de leur attribuer encore 
d'autres caract^res qu'elles ne possedent pas. 
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La theorie de Musculus, dans sa forme moderne, admot 
que les dexlrines different par leurs poids moleculaires. 

En employant la metliode de congelation de Raoult, on n'a 
pas pu etablir avec certitude que les dextrines provcnant de 
saccharifications plus ou moins intenses possedent reellement 
des poids moleculaires differents. 

Lintner et Dull ont trouve pour rervthro-dextrine un poids 
moleculaire de 6000 et pour les autres dextrines un poids 
moleculaire de 2000. Ces chiffres doivent, cependant, etre 
admis avec une certaine reserve, car Lintner et Dull ont con- 
state en m^me temps, pour ces diverses dextrines, Texistence 
de pouvoirs rotatoires et reducteurs. II est done presumable 
que leurs determinations ont ete faites sur des produits impurs 
et que, dans ces conditions, elles n'ont qu'une valeur relative. 

Theorie de M. Duclaux sur la provenance des diffe- 
rentes dextrines. — L'existence de differentes dextrines 
etant demontree, on peut se demander d'ou elles proviennent 
et par quel mecanisme elles se produisent pendant le cours 
de la saccharification. 

D'apres M. Duclaux c'est dans la structure des molecules 
d'amidon qu'il faut chercher Torigine des differences qu'on 
constate entre les divers produits de sa transformation. 

D'apres ce savant, les dextrines differeraientl'uncde Tautre, 
non par leur stinicture chimique, mais par leur constitution 
physique. Ces differences auraient pour cause la structure 
des grains d'amidon, lesquels sont composes de couches su- 
perposees non homogenes, inegalcment compactes et presen- 
tant une resistance differente aux agents physiques et chimi- 
ques. 

Cette hypothese, tres seduisante a cause de sa simplicity , 
se trouve appuyee par des arguments tres serieux. 

On sait depuis longtemps que I'amidon se comporte diffr- 
remment, suivant sa provenance, en presence de I'amylase a 
froid. L'amidon de pommes de terre est tres difficilement 
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atlaque, tandis que Ics aniidons d*orge et do froment se sac- 
charifient avec imc grande facility. 

Cetle difference, qui tient evidemment h Tetat plus ou 
moins compact des couches formant le grain d'amidon, sc 
retrouve dans Taction de la diastase a des temperatures rela- 
livement elevees. 

Lintner, en saccharifiant des amidons de differentes pro- 
venances, non em})esees, a constate que I'attaque des grains 
varie considerablement de force suivant la provenance do 
I'amidon. 

Voici les proportions d'amidon dissoutes a differentes tem- 
peratures : 
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A la temperature de 5o", on dissout 12 pour 100 d'ami- 
don d'orge, 2 pour 100 d'amidon de ma'is et 25 pour 100 
d'amidon de seigle. A la temperature de 60°, on dissout 92 
pour 100 d'amidon d'orge et seulement 18 pour 100 d'ami- 
don de mais. 

La quantite d'amidon qu'on pent dissoudre a une tempe- 
rature don nee est done on relation etroite avec la provenance 
de I'amidon. 
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On constate aussi des differences notables entre les tem- 
peratures necessaircs a la gelatinisation des amidons de di- 
verses provenances. L'amidon de pommes de terre se gelatinise 
a 65°, tandis que pour I'amidon d'orge il faut une tempera- 
ture de So**. 

De plus, la temperature de la gelatinisation ne fait pas dis 
paraitre la resistance particuliere d'un amidon vis-a-vis de la 
diastase. L' amidon de pommes de terre se gelatinise a 65"^ 
et la diastase a cette temperature en dissout 90 pour 100, 
tandis que Tamidon d'orge, qui se gelatinise a des tempera- 
tures beaucoup plus elevees, fournit, a 65", 96 pour 100 do 
subtances dissoutes. 

Ces chiffres differents nous prouvent que la gelatinisation 
ne change pas les proprietes de Tamidon qui resultent du 
degre variable de compacite des differentes couches des graines. 

En realite, un granule d'amidon est irregulierement atta- 
que par la diastase : la corrosion se fait dans des sens et des 
endroits tres differents. Ce mode de corrosion provient de 
rinegalite de resistance de la surface des grains, si bien quo 
la difference existant dans la compacite des diverses parties 
des grains est, en somme, la cause initiale des variations do 
resistance a Taction diastasique. 

L'amidon de pommes de terre et Tamidon d'orge sont 
tous deux composes de granules non homogenes differant 
par le degre de compacite des couches qui les composent. 

Dans les granules de pommes de terre, on rencontre plus 
de couches resistantes que dans les granules d'orge. Or, nous 
avons constate qu'avec les differentes sortes d'amidon on 
obtient des empois qui se saccharifient plus ou moins dif- 
ficilement. Nous devons done admettre que la difference do 
compacite entre les diverses parties d'un m^me granule ne 
disparait pas lorsque T amidon se gelatinise et que, par con- 
sequent, r empois ne pent pas non plus offrir une resistance 
cgale dans toutes ses parties. 

Les parties les plus coherentes des granules formeront un 
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empois plus diflicile a liquefier el donneront ensuite, meme 
en entrant en solution, une dextrine qui oifrira plus de resis- 
tance. 

D'apres cette maniere de voir, il n'existe pas a proprennent 
parler des dextrines differentes au point de vue chimique, 
mais Ics divers elements constituant les grains d'amidon, 
elements qui different par leur degre de coherence, fournis- 
sent des dextrines ayant un degre plus ou moins grand de 
resistance. 

D*apres M. Duclaux, les phenomenes se passent dans Tordre 
suivant. 

Par Taction de I'amylase sur I'empois, il se produit tout 
d'abord une liquefaction presque instantanee. II y a des- 
truction d*un coagulum, destruction analogue a celle qu'on 
observe quand on ajoute a une gelee de phosphate de calcium 
cpielques gouttes d'acide ou de citrate d'ammonium. La 
saccharification commence ensuite dans la portion la moins 
resistante de I'empois. Cette portion se transforme d'abord 
en dextrine, puis en maltose, mais en m^me temps d'autres 
portions d'empois sont attaquees et augmentent les quantites 
de dextrine et de maltose contenues dans la solution. 

G'est au moment ou I'iode ne colore plus I'empois que 
I'amidon est completement transforme, mais a ce moment il 
reste encore des dextrines provenant des portions d'empois les 
les plus difficilement attaquables. Quelques-unes des dextrines 
sont tellement lentes a disparaitre qu'on les retrouve comme 
residus a la fin de I'operation. Toutefois, ces dextrines dis- 
paraissent a leur tour et se transforment en maltose si Ton 
prolonge Taction de la diastase pendant le temps necessaire. 

Lorsqu'on se place dans des conditions qui permettent 
d'eviter Talteration de la diastase, la marche de la sacchari- 
fication est bien conforme a la theorie de Payen. L'amidon 
est transforme d'abord en dextrine et ensuite en maltose. 

L'hypothese de la compacite differente des elements cons- 
tituant les grains d'amidon a done apporte un nouvel appui 
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a la theorie dc Pay en qui, au premier abord, paraissait etre 
en contradiction complete avec toutes Ics donnees sur la sac- 
charification . 

Usure des diastases par le travail. — Dans Tapergu 
que nous venous de donncr du mode d'action de I'amylase, 
nous nous sommes exclusivement occupes d'un seul facteur, 
la transformation successive de I'amidon, sans nous inquieter 
du sort des corps agissants. 

La question qui se pose tout d'abord, lorsqu'on prend en 
consideration la substance active, est cclle-ci : 

La diastase ayant produit un travail chimique considerable 
est-elle encore dans le meme etat qu'au debut de son action 
et a-t-elle conserve son activite? 

Cette question a ete traitee par differents auteurs. 

Pour les uns, la diastase subit une usure pendant le tra- 
vail ; pour les autres elle possede encore apres le m^me pou- 
voir ferment qu'auparavant. 

Malheureusement les deux manieres de voir s'appuient ex- 
clusivement sur des considerations generales tres discutables, 
tandis que la methode experimcntale seule pent fournir la 
vraie solution de cette question, si interessante au point de vue 
theorique et si riche en consequences pratiques. 

L'experience suivante donne la solution du probleme : 

Dans 200 centimetres cubes d'un empois d'amidon, on 
met 3 centimetres cubes d'une infusion de malt et on laisse 
la saccharification se prolonger pendant. 4 heures a la tem- 
perature de 3o°. 

Le volume du liquide ainsi saccharifie au maximum est 
amene a 3oo centimetres cubes, de sorte que 100 centime- 
tres cubes du liquide contiennent exactement i centimetre 
cube d*infusion de malt ayant deja produit un travail de sac- 
charification. 

Pour voir si le travail produit par Tinfusion a provoque 
reellement une usure des subtances actives, on compare le 
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pou\oir ferment de loo centimetres cubes de ce liquide avec 
le pouvoir ferment de i centimetre cube de Tinfusion pri- 
mitive. Pour cela, loo centimetres cubes du mout saccharifie 
sont melanges avec 200 centimetres cubes d'empois. Le me- 
lange est mis dans un bain-marie a 5o° pendant une heure. 
C'est ce que nous appellerons I'essai A. 

On preleve d'autre part un deuxieme echantillon de 100 
centimetres cubes du mout saccharifie; on le porte tres 
rapidement a la temperature de 100® afin de deti-uire la 
tliastase, apres quoi on le verse dans 200 centimetres cubes 
d'empois additionne de i centimetre cube d'infusion fraiche 
et on met dans le bain-marie. Ce sera Tessai B. 

Les deux saccharifications se font done pendant le nfiemc 
temps, en presence des memes quantites d'infusion, mais avec 
cette difference que I'infusion de I'essai A a deja produit 
un travail, tandis que I'infusion de I'essai B n'a pas encore 
servi. 

Voici les quantites de maltose obtenues dans une seric 
d'essais paralleles : 
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Ainsi, la quantitc de maltose obtenue est la m^me dans 
tous les essais A et B. L'usure n'existe done pas et toutes les 
considerations tlieoriques conduisant k d'autres conclusions 
doivent etre rejetees. 

II est vrai qu'en cliangeant les conditions de I'experience, 
on peut facilement aboutir a des resultats absolument oppo- 
ses, mais il y a alors alteration et non plus usure de la dias- 
tase. 

C'est ainsi, qu'en repetant les memes essais, avec la mfeme 
infusion et le meme empois et en laissant Taction se prolonger, 
non plus quatre hemes a So'', mais seulement une demi-heurc 
a 60" ou a 65^, on aboutit a des resultats tres differents. 
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TEMPEiUTURE 00** TEMPERATURE C8* 

A 2,19 maltose 3,00 maltose 

B 3,35 — 3,i5 — 

Les differences que Ton constate entrc les essais A et B 
proviennent ici de Taction de la chaleur sur la diastase et 
non pas de Fusure de celle-ci. La solution aqueuse d'amylase, 
abandonnee a la temperature de 60'*, perd en effet, comme 
on le sait, une notable partie de sa force diastasique. 



CIIAPITRE X 

AMYLASES DE DIFFfiRENTES PROVENANCES 

Difierentes amylases. — Ptyaline. — Diastase des grains crus et dias- 
tase des grains germds. — Action de la diastase de deplaccment sur I'a- 
midon. — Diastase de Reichler. — Mode d'action de la diastase portee a 
la temperature de 70°. — Conditions de secretion de Tamylase. — Ana- 
lyse quantitative de Tamylase. — Valour comparative. — Valeur absolue. 
— Methodes d'Effront. 

Lorsqu'on etudie les amylases de difierentes provenances 
au ix)int de vue de leur action sur I'amidon et sur Tempois, 
on est frappe par certaines particularites caracteristiques, 
qui tendent a confirmer Tcxistence de difierentes especes 
d'amylase. 

Les auteurs qui ont etudie de pres cette question distin- 
guent tout d'abord la diastase salivaire appelee ptyaline et la 
diastase des grains. lis distinguentensuilel'amylase des grains 
crus et celle des grains germes. 

La caracteristique de la diastase salivaire serai t, d'apres 
quelques auteurs, sa resistence a Taction des milieux alcalins 
et acides. 

Cette assertion est erronee. La ptyaline, en realite, se com- 
porte vis-a-vis des reactions du milieu absolument de la 
m^me maniere que la diastase du malt. 

La salive, a la verite, possede souvent une reaction alca- 
line tr6s prononcee et correspondant jusqu'a 97 milligrammes 
de bicarbonate de sodium pour 100. 

Or, Chittendin et Smith ont demonlre que cette alcalinite 
afi'aiblissait le pouvoir ferment de la diastase contenue dans 
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la salive, diastase dont ractivite augmente dans une certaine 
proportion lorsqu'on neutralise la salive. 

La prelendue resistance de la ptyaline aux acides est surtont 
basee sur le role de la diastase salivaire dans la digestion, 
mais, ici encore, les observations faites ne sontpas rigourenses. 

En effet, la ptyaline agit seulement dans la premiere 
phase de la digestion , alors que le liquide stomacal n'est pas 
encore acide. La reaction de cet enzyme s'arretc au moment 
ou Tacidite apparait. 

La distinction entre Tamylase des grains crus et Tamy- 
lase du malt parait basee, a premiere vue, sur des donnees 
plus serieuses. 

Lintner et Eckhard ont constate une difference sensible 
entre Faction de Tamylase de I'orge germe et celle de la dias- 
tase de I'orge non germe. 

A basse temperature la diastase des grains cms produit 
un travail plus profond que la diastase du malt. A la tempe- 
rature optima, au contraire, qui est sensiblement la m^mc 
pour les deux diastases, c'est Tamylase des grains germes qui 
fournit le maximum de sucre. 

Une difference encore plus appr6ciable resulte de Tetude 
du pouvoir liquefiant de I'amylase de diverses provenances. 

La diastase du malt liquelie tres rapidement un empois, 
tandis que Tamylase des grains crus, tout en possedant un 
pouvoir saccharifiant energique, se montre presque inactive 
au point de vue de la liquefaction. 

Lintner et Eckhard ont trace un tableau comparatif de 
Taction des temperatures sur les deux diastases et ont fait 
ressortir toute une serie de particularites qui, d'apres eux, 
caracterisent les deux enzymes. 

Mais, ici comme dans le cas de la ptyaline, les conclu- 
sions que les experimentateurs ont tire de leurs observations 
ne sont pas rigoureuses. 

La difference qu'on constate entre une infusion de 
grains crus et une infusion de malt, provient en realite. 
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non pas de Texistence de deux diastases distinctes, mais de 
la presence de corps etrangers diflerenlsdans les deux liquides. 

Dans rinfusion de grains crus il y a fort peu d'amylase, 
mais le liquide est tres riche en subtances favorisant Taction 
diastasique. 

Lorsque nous avons etudie Taction des substances favori- 
sant Taction de la diastase, nous avons montre que cette 
action se manifeste surtout dans la premiere phase de Thydra- 
tation et qu'elle cesse de se produire en presence des dextrines 
residuaires. C*est pour cette raison que la basse temperature 
se montre favorable a Taction de Tamylasc des grains crus 
ct defavorable a ccUe de la diastase du malt qui, dans ces 
conditions, produit une hydratation peu profonde. 

A la temperature optima, les conditions sont tout a fait 
differcntes. La petite quantite de diastase contenue dans les 
grains crus pent, a elle seule, provoquer une saccharification 
assez profonde qui se poursuit jusqu'au moment ou les sub- 
stances etrangeres n'ont plus d'influence sur la marche de 
Thydratation. 

En employ ant la diastase des grains crus on arrive diflicile- 
ment a un degre de saccharification tel que Tempois ne donne 
plus de coloration par Tiode. Lememe phenom^ne s'observe 
quand on emploie la diastase en presence de substances 
excitantes. 

Pour obtenir un dedoublcment de Tamidon correspondant 
a 4o ou 5o pour loo de maltose il suflit d'une trace d'in- 
fusion, si elle se trouve en presence de corps activant son action. 
Pour arriver a 70 pour 100 de maltose, il faut 10 a 20 fois 
plus d' infusion de malt, meme si le travail se fait en presence 
d'asparagine. 

Nous constaterons plus loin qu'il y a reellement dans les 
grains crus des substances excitant la diastase. Ce sont en 
realite ces subtances qui sont cause de toutes les differences 
observees par Lintner entre la diastase du malt et celle des 
grains non germes. 
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Brown et Morris font aussi une distinction entre Fa- 
mylase du malt et Tenzyme des grains cms. lis nomment 
la premiere « diastase de secretion » et la deuxieme « dias- 
tase de deplacement ». 

D'apres ces auteurs, les deux diastases agissent dune 
maniere toute differente sur Tamidon cru. La diastase de 
secretion corrode les granules de Famidon, elle les creuse 
irregulierement et les desagrege. La diastase de deplacement, 
au contraire, ne produit ni corrosion ni desagregation. 

L'attaque de Tamidon se fait par couches successives jus- 
qu'a disparition presque complete des grains dont le volume 
diminue progressivement tandis que leur forme se conserve. 

Cette difference singuliere dans le mode de digestion pa- 
rait, a premiere vue, confirmer completement Thypothese 
qui admet I'existencede differentcs amylases. Mais ce nouvel 
argument parait beaucoup moins concluant si Ton etudie avec 
plus de soin les differents modes d'attaque de I'amidon par 
la diastase. 

D'apres Krabbe, Tattaque de I'amidon se produit d'une 
maniere tres differente dans les diver ses plantes. 

Dans le cas des pommes de terre et dans celui des grains 
la digestion se fait par couches successives ; la corrosion est 
centripete et uniforme. Dans le cas des legumineuses Tamy- 
lase produit a la surface des grains des cananicules qui se 
dirigent vers le centre des grains ou elles se reunissent en for- 
mant un vide qui s'agrandit sans ccsse. La corrosion se fait 
done ici dans deux sens; elle est d'abord centripete, puis 
elle devient centrifuge. 

Chez les graminees polygonales, au contraire, Tamidon est 
inegalement attaque ; il se forme des creux et des canalicules 
qui se dirigent vers le centre. 

Ces faits nous montrent que le mode de digestion de 
I'amidon varie d'une plante a I'autre. 

Et, en realite, le mode d'action de I'amylase est tres com- 
plexe, meme quand il s'agit de la digestion de grains d'amidon 

Effront. Les Enzymes. ii 
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d'unc m^mc provenance. Ici encore on se Irouve en pre- 
,i$cnce d'un mode de travail tres variable et on constate que 
Ics grains ne sont pas tons attaques de la menie maniere. 

Lorsqu'on traite I'amidon a froid par une infusion de malt, 
la digestion se fait sans aucune regular ite. Dans certaines 
cellules la corrosion se fait par fentes et par trous, dans 
d'autres Tattaque se fait d'une fagon reguliere. 

Ces diflerences proviennent evidemment de la compacite 
et de la non-homogeneite des granules d'amidon. De plus, Ic 
mode de digestion pent encore ^tre influence par la reaction 
du milieu ainsi qua par la presence de corps etrangers. 

L'amidon, difficile a attaquer par I'infusion a froid, se 
digere facilement dans les milieux faiblement acides. Gomme 
la reaction acide favorise en somme tres peu la saccharification 
d'un empois, Taction que Ton constate sur les grains entiers 
ne pent s'expliquer que par le changement que Tacide pro- 
duit dans I'etat physique des grains ; il est probable que cette 
reaction acide favorise le contact de la diastase avec Famidon . 

Les particularites observees par Brown et Morris ne sont 
pas du reste suffisamment etablies. 

II n'est encore nullement demontre que deux diastases de 
provenances differcntes agissent toujours difl'eremment sur 
I'amidon cru et, meme en admeltant que cette preuve ait ete 
faite, on ne pourrait pas encore en conclure qu'il existe difle- 
rentes amylases. La difference d'action des diverscs diastases 
pourrait, en effct, ])rovcnir des substances etrangeres qui les 
accompagnent. 

On cite encore, conimc constituantune autre variete d'amy- 
lase, la diastase artificielle de Reichler. 

Ce savant, en faisant digerer le gluten dans une certaine 
quantite d*eau tres faiblement acidifiee, constata que le pou- 
voir saccharifiant du liquidc augmentait graduellement. 

L'enzyme qu'on obtient de cette fac^on prescnte toutes les 
proprietes des diastases des grains crus, et Ton admet qu'il 
s'est forme par Taction de Tacide sur le gluten. 
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Pour Lintner, la formation de cet enzyme serait due a 
une substance hypothetique contenue dans le gluten, substance 
qu il denomme fermotogene et qui, sous Taction des acides, 
se transformerait en amylase. 

En realite, on se trouve ici en presence d'amylase du malt 
en quantite tres faible et ^augmentation du pouvoir diasta- 
sique resulte simplement du changement de milieu produit 
par Taddition d'acide. 

Cbangements produits dans Vactivite des dia- 
stases a la temperature de 70''. — En saccharifiant un 
empois avec une infusion de malt, on obtient des quantit^s 
tres differentes de maltose, suivant la temperature a laquelle 
on opere. 

On arrive a des resultats analogues en ne chauffant que 
rinfusion a differentes temperatures. 

D*apres 0. Sullivan, a chaque temperature correspond un 
degre determine d'hydratation dc I'amidon, degre qui est 
facilement atteint, mais qu*on ne peut pas depasser. 

!'64°provoqueraitun dedoublement delamidon correspondant a : 
I maltose et i dextrine. 
68° — — I _ 2 — 

700 — — I — 5 — 

En maintenant successivement la diastase a des tempera- 
tures de 64°, 68° et 70", on produit chaque fois un chan- 
gement total dans le mode de travail et on en peut conclure : 
ou bien qu'il se produit de reelles transformations de la 
substance active, ou bien qu'il y a formation artificiellc de 
differents types d'amylase. 

Les connaissances que nous avons acquises sur les condi- 
tions chimiques des diastases, nous permettent de donner a 
ce phenomene une loute autre interpretation. 

La temperature n'a d'autre effct que de reduire partielle- 
ment le pouvoir diastasique. Plus la temperature s'approche 
dc 70*^, plus cette reduction estprofonde. Seulemcnt, au fur et 
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a uiesure que la diastase per J son activite reelle, elle acquiert 
une activite factice du fait des substances etrangeres contenucs 
dans rinfiision, lesquelles agissont avec une energie d'autant 
plus grande que la diastase devi<'nt moins active. 

En resume, nous sommes ic'i en presence du phenomene 
que nous avons deja observe a ])ropos de la diastase des grains 
crus, seulement Taction, dans le cas actuel, est plus com- 
pliquee. 

La diastase, maintenue k la Icmperature de 68** a 70®, n*a 
pas les memes proprietes que I amylase des grains crus : le 
pouvoir saccharifiant a, en grnnde partie dispaiu, mais le 
pouvoir liquefiant n'est pas atleint. 

II en resulte que r infusion cliaiiflee, tout en agissant comme 
la diastase des grains crus, se differencie de cette derniere 
par la facilite avec laquelle ellr* liquefie Tamidon. 

Conditions de la secretion de Vamylase. — Apres 
avoir etudie Taction des agents physiques et chimiques sur 
Tamylase, nous allons brieveniont voir quel est le mode de 
secretion de cet enzyme, ainsi f{\ie les conditions qui en favo- 
risent la production. 

Dans les grains en germination, c'est le germe seul qui 
joue un r61e actif, le role do I'endosperme est tout a fait 
secondaire. 

Le germe des grains d'orge, detache avec precaution, peut 
se transformer, si on le met dans un lieu humide et dans 
<lcs conditions de temperature < onvcnables, en une plantule. 
La vegetation que Ton provoqiie dans ces conditions est tres 
fragile ettrfespeu vivace, mais Ic germe consomme neanmoins 
ses reserves et secrete de Tam}Iase. 

Si Ton place le germe snr son endosperme reduit en 
pulpe la vegetation devient norinale et la marche de la secre- 
tion diastasique peut etre suivie par la transformation chi- 
niique qui se produit dans la luatiere amylacee. 

En cultivant le germe sur tlifferents milieux nutritifs et 
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dans des conditions diflerentes, on pent obtenir des donnces 
tres interessantes sur les conditions qui regissent la secretion 
de la diastase. 

, Brown et Morris, en adoptant cette metliode, ont fait quelques 
constatations interessantes sur Finfluence des differents hy- 
drates de carbone et de Tacidite du milieu sur la production do 
la diastase. 

En cultivant le m^me nombre de germes, sur simple ge- 
latine d*une part, sur gelatine additionnee de 6 milliemes 
d'acide formique d'autre part, ils ont constate une difference 
notable entre les quantites de diastase secretee. 

5o germes cultives sur simple gelatine neutre ont fourni uno 
quantite de diastase correspondant i o'^'',ii8 d'oxyde do 
cuivre. La diastase se trouvait repartie de la maniere sui^ 
vante : Dans les germes 0,0708, dans la gelatine 0,0478. 
Les 5o germes cultives sur la gelatine acidulec ont produit 
une quantite de diastase correspondant a o^'",i45 d*oxyde 
(le cuivre. Elle 6tait repartie comme suit : Dans les germes 
0,0904, dans la gelatine o,o546. 

L'aciditedu milieu favorise done manifestement la secretion 
de la diastase. 

En additionnant la gelatine de differents hydrates de car- 
bone assimilables, autres que Tamidon, ils ont constate que la 
presence de ces substances agit tres defavorablement sur la 
secretion. 

La propriete de secreter la diastase n'est done pas une 
propriete fondamentale des cellules. 

L'apparition de la diastase depend du mode de nutrition, 
mais remarquons cependant que cette apparition ne corres- 
pond pas toujours aux veritables besoins des cellules et qu'il 
ne faut pas la considerer comme un indice d'intelligence des 
cellules qui, a Taide d'une secretion diastasique, s'adapteraient 
aux differents milieux. Un germe d'orge cultive sur de la 
gelatine dans laquelle il ne pent pas puiser de matieres nu 



iGC LES ENZYMES 

trilives secrete la meme quanlite d'amylase que s'il etait 
cultive sur de ramidon. 

La secretion est loujours abondante quand le gernie se 
trouve dans de mauvaises conditions de nutrition et elle s'ar- 
rete aussitot qu'une substance assimilable apparait. 

Ici conime dans le cas de la sucrase que nous avons etudiee 
plus haut, la secretion de la diastase est done une consequence 
de la denutrition et la cause premiere de toutcs les variations 
qu'on observe dans la secretion, n*est autre que la reaction 
du milieu. 

La secretion d' amylase, comme nous venons de le voir, est 
favorisee par Tacidite du milieu. Le degre d'acidite des sub- 
stances cellulaires influe done considerablement sur I'intensite 
des secretions. 

On pent, en partant de cette remarque, s'expliquer pourquoi 
la secretion est favorisee au moment de la denutrition. Les 
cellules, lorqu'elles se trouvent en presence de substances 
non assimilables, consomment leurs reserves, et cette consom- 
mation produit a leur interieur un vide partiel qui favorise 
I'osmose. Les substances salines du milieu ambiant penetrent 
alors plus facilement dans les cellules et, a la suite d'une 
dissociation, il se produit une accumulation d'acides qui 
favorisent la secretion. 

Analyse de Vamylase, — La methode employee pour 
determiner le pouvoir diastasique d*une solution a pour base 
I'observation suivante due a Kjeldalil : 

Aussi longtemps que la diastase se trouve en presence d*un 
grand exc^s d'amidon non transforme, la quantite de maltose 
produit est proportionnelle a la quantite de diastase contenue 
dans la solution : en d'autres termes, il y a un rapport constant 
entre les quantites de maltose forme et de diastase employee, 
aussi longtemps que cette dernifere agit en presence d'une 
grande quantite d'amidon non transform^. 

Cette observation a ete verifiee et confirmee par divers 
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experimentateurs et il est incontestable qu'en soumettant 
divers echantillons d'un m^me empois, a la meme tempera- 
ture, a Taction de doses croissantes de diastase, on obtient 
des quantites de maltose, proportionnelles aux quantites de 
diastase employee. La condition essenlielle a la bonne reussite 
dc cette determination c'est que, dans tous les essais, on opere 
avec une dose minime de diastase, dose pouvant donner au 
maximum [\o a 5o de sucre pour 100 d'amidon. 

En partant de ce principe, on arrive facilement a determi- 
ner le pouvoir ferment d'un liquide. II suffit d* avoir une solu- 
tion diastasique type d'une valeur delerminee et de faire des 
essais comparatifs avec I'amidon. On se sert generalemenl 
d'lme solution d'amidon soluble a 2 pour 100. 

Dans 1 00 centimetres cubes de liquide con tenant 2 grammes 
d'amidon on ajoute 2 centimetres cubes d'une solution d'a- 
mylase type. Dans un autre recipient con tenant egalement 
I do centimetres cubes d'une solution d'amidon soluble, 
on ajoute 2 centimetres cubes du liquide h essay er. On place 
les deux echantillons au bain-marie a 5o** et, apres une lieure 
de saccharification, on dose le maltose dans les deux 
solutions. 

On exprime la teneur en diastase du liquide par le rapport 
entre les quantites de sucre forme par des quantites egales de 
la solution diastasique a essayer et de la solution type. 

Si Ton trouve, par exemple, o,4 de maltose dans le pro- 
duit sacchariGe avec I'amylase type et 0,2 de maltose dansle 
deuxieme echantillon, on dira que I'activite du liquide est 
5o pour 100, ce qui signifie que le liquide essay e est de 
moitie moins actif que le liquide type. 

Ce mode d'analyse permet de comparer la valeur de deux 
produits, mais elle ne permet pas d'exprimer surement le 
pouvoir ferment d'une diastase, car il est fort difficile de 
conseiTer a une solution d'amylase une force diastasique 
constante. Les resultats sont done souvent peu certains. 

Pour la determination des valeurs diastasiques absolues 
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nous employons une m6lhode dans laquelle on prend pour 
unite la quanlite de diastase qui, en agissant pendant une 
heure a 60° sur i gramme d'amidon soluble, donne 5o centi- 
grammes de maltose. 

Yoici la marche que nous suivons. 

10 grammes d'amidon soluble anhydre et completement 
neutre sont dissous dans 700 centimetres cubes d*eau bouil- 
lante. On refroidit et on amene le volume de la solution 
a 750. De cette solution on preleve une serie d'echantillons 
de 70 centimetres cubes. On ajoute a ces echantillons des 
quantites differentes du liquide actif a essayer et on les laisse 
pendant i heure dans un bain-marie a 60°. La saccharifi- 
cation finie, on porte tres rapidement tous les echantillons 
a Tebullition, on les refroidit, on les amene a loo centimetres 
cubes et on determine dans chacun d'eux la quantite de 
Sucre formee. 

L'echantillon dans lequel il s'est forme 5o centigrammes 
de maltose contient, d'apres nos conventions, Tunite de 
substance active. Si ces 5o centigrammes se trouvent formes 
dans I'essai additionne de i centimetre cube de la solution a 
essayer, nous dirons que le pouvoir diastasique de cette solu- 
tion est 100. Si ces 5o centigrammes se trouvent dans le 
tube additionne de 2 centimetres cubes de la solution, nous 
dirons que le pouvoir diastasique est 5o et ainsi de 
suite. 

11 est souvent difficile, avec une seule serie d'essais, d'arri- 
ver a produire exactement 1/2 gramme de maltose. Aussi 
est-il avantageux de faire tout d'abord un essai approximatif 
avec I, 2, 4» 6, 8, lo centimetres cubes de substance ac- 
tive. Si Tunite de diastase se trouve, par exemple, dans I'essai 
fait avec 4 centimetres cubes d'infusion on recommence les 
essais avec 2 1/2, 2,76, 3, 3,25, 3,5o, 3,75 de liquide. 

II faut aussi tenir compte dans ces essais de la quantite 
de substances reductrices qui peuvent se trouver dans la so- 
lution active. On doit naturellement soustraire de la quan- 
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tite tolale de maltose trouvee apres saccharification la quantite 
de Sucre qu'on a introduit avec Tinfusion. 

Cette methode peut egalement s'appliquer a une analyse 
de malt. 

Pour estimer le pouvoir diastasiquc du malt, on doit, avant 
tout, en extraire les substances actives. Pour cela on reduit 
le malt en poudre fine, on Tadditionne de 20 parties d*eau 
et on le laisse pendant 6 lieures a la temperature de 3o° en 
agitant la solution de quart d*heure en quart d'heure. Avec 
rinfusion filtree on fait la saccharification comme il vient 
d'etre indique. 

Un malt d'une excellente qualite fournit, dans ces condi- 
tions, une infusion produisant 5o centigrammes de maltose 
par centimetre cube d'infusion. 

Toutefois, cette methode ne fournit pas de donnees precises 
sur la valeur d'un malt au point de vue pratique. 

Dans le chapitre traitant des applications industrielles de 
I'amylase, nous nous occuperons specialement de ces sortes 
d'analyses. 

La determination du pouvoir saccharifiant des liquides 
Nontenant de faibles doses d* amylase presente souvent do 
grandes difficuUes. Pour obtenir une quantite appreciable de 
maltose, il faut, en effet, employer une grande quantite de 
liquide qui, souvent, contient des matieres reductrices. 

Dans des cas semblables il est preferable de precipiter 
prealablement la diastase par I'alcool, mais cette methode 
n'est applicable que quand on a un volume assez considerable 
de liquide a sa disposition car, lorsque cette precipitation est 
pratiquee sur une petite quantite d'infusion, on obtient un 
precipite tres fin passant au travcrs du filtre et donnant lieu, 
par consequent, a des pcrtes sensibles. 

Pour rem^dier a cet inconvenient, nous avons clierche a 
produire dans le liquide actif des precipites plus volumineux 
et plus facilement separables. jNous avons trouve que le tannin 
pouvait conduire a ce resultat. 
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j\os essais nous ont, en effet, montre que cettc substance 
precipite completcment la diastase et que le precipite inactif 
redevient actif lorsqu'on le Iraile avec precaution par une solu- 
tion diluee de carbonate de sodium . 

Voici la fa^on de proceder : 

A lo centimetres cubes de liquide actif on ajoute 4 centi- 
grammes de tannin dissous dans quelques centimetres 
cubes d'eau ; on agite ct on laisse reposer pendant une 
demi-heure. Le liquide est ensuite liltre et le precipite, bien 
lave a I'eau et a Talcool, est mis, sans etre separe du liltre, 
dans une capsule en verre contenant 5 centimetres cubes de 
carbonate de sodium au dtx-millieme. On promene le filtre 
dans le liquide pendant une a deux minutes; aussitot que le 
precipite est redissous on ajoute quelques gouttes d'une solu- 
tion d'acide lactique au millieme pour neutraliser et on 
fiitre. 

Toutes ces manipulations doivent se faire le plus rapide- 
nient ])ossible, parce que le precipite de tannin s'altere par 
une exposition prolongee h I'air et devient insoluble dans le 
liquide alcalin. Le contact du precipite avec le carbonate de 
sodium doit, lui aussi, durer le moins longtemps possible. 
Lorsque le precipite ne se redissout qu'apres l^ h 5 minutes 
de contact, il faut recommencer I'essai parce que la diastase 
est deja alteree. 

On pent faciliter beaucoup la dissolution en triturant le 
filtre dans un mortier avec la solution alcaline. En operant 
rapidcment, on arrive a redissoudre la totalite des substances 
actives preci])itees et a eviter toute perte. 

Le precipite obtenu par le tannin, la\e a I'eau, a Talcool 
et a Tetlier, puis desseche, a fourni a Tanalyse les cbiffres 
suivants, decompte fait de 32,2 o/o de tannin : 



Eau 5,53 o/o 

Azote 8,83 

Gendre i,32 
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Cettc methode rend surlout service quand il s'agit de 
recheiclier ^amylase dans des cellules vegetales. 

Dans ces sortes d' analyses on reduit les substances en 
poudre. On laisse macerer avec i a 2 parlies d'eau pendant 
6 heures ; on separe le liquide par pression des substances 
non dissoutes. On fait de nouveau macerer le residu avec un 
volume ou deux d'eau et on presse une seconde fois. On filtrc 
les liquides reunis et on precipite la diastase du melange par 
le tannin, de la meme maniere que dans le cas de Tinfusion 
de malt. 

L'activilc du precipite dissous dans I'eau donne une ideo 
de la valeur diastasique des substances soumises a Texamen. 

Voici, par excmple, une analyse de feuilles de haricots. 

10 grammes de feuilles de haricots sont reduites en pAte 
dans un mortier. On ajoute a la masse 10 centimetres cubes 
d'eau et quclques gouttelettes de chloroforme, puis on laisse 
macerer pendant 6 heures. Les feuilles sont ensuite pressees 
et liltrees dans un linge. Le residu est encore additionne de 
10 centimetres cubes d'eau et d'une gouttelette de chloro- 
forme, apres quoi on laisse le tout en repos pendant trois 
heures. On separe ensuite le liquide et on lave de nouveau le 
residu a Teau ; on r^unit les liquides des deux macerations 
et du lavage et on amene le volume total a 5o centimetres 
cubes. On filtre de nouveau et on precipite avec 16 centi- 
metres cubes de tannin. Le precipite est redissous dans Feau 
alcaline et la dissolution est amenee a 10 centimetres cubes. 

On constate qu*il faut employer 2 centimetres cubes de 
cette solution pour former 00 milligrammes de maltose. La 
solution a done un pouvoir diastasique de 5o. 

Si nous comparons le pouvoir diastasique des feuilles 
de haricots a celui du malt de bonne qualite nous obtenons 
les resultats suivants : 

10 grammes de malt fournissent 200 centimetres cubes 
d'infusion dont i centimetre cube produit 5o milligrammes 
de maltose. 
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I o grammes de feuilles de haricots fournissent lO cenlimetres 
cubes de liquide dont il faut 2 cenlimetres cubes pour fournir 
5o milligrammes de maltose. Le malt ay ant un pouvoir dias- 
tasique de 100, les feuilles de haricots en ont un de 2,5. Le 
malt contient, par consequent, 4o fois plus de substances 
actives que les feuilles de haricots. 
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CHAPITRE XI 

APPLICATIONS INDUSTRIELLES DE L'AMYLASE 

Maltage. — Transformations chimiques qui accompagnent la germi- 
nation. — Mcthodes de maltage, de triage, de trempage, de germination, 
de touraillage. 

L* amylase se forme en quan tiles assez notables dans les 
grains des cereales pendant leur germination. C'est pour 
cette raison que les industries qui utilisent la diastase comme 
agent d'hydratation se servent du grain germe, appele 
malt, produit qui, a I'heure actuelle, est le seul agent de 
cette espece pouvant se fabriquer dans des conditions econo- 
miques. 

Toutcs les cereales produisent de Tamylase pendant la 
germination, mais les plus grands rendements en substance 
active sont fournis par le grain d'orge. 

Lorsqu'on met en tas de Torge prealablement trempe, on 
observe une serie de pbcnomenes qui, par leur ensemble, 
caracteriscnt la germination. 

On constate avant tout une elevation de temperature, une 
absorption d'oxygene ainsi qu*un degagement d' anhydride 
carbonique, degagement qui s'accentue au fur et a mesure 
que la temperature dela masse s'eleve. En meme temps que 
ce phenomene de respiration, on observe des cliangements 
notables dans les differentes parties constitutives des grains. 
Les materiaux de reserve, la cellulose, I'amidon, les matieres 
proteiques, les matieres grasses ainsi que les sucres sont en 
par tie transformes par hydra tation. 
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Ces transformations sont dues a une secretion de substances 
actives agissant sur I'albumen et le transformant en subs- 
tances assimilables, qui sont en partie absorb6es par les germes 
au cours de leur d6veloppement. 

Apres 24 ou 48 heures de germination, on voit apparaitre, 
a Texterieur des grains, des radicelles qui s'accroissent ensuite 
assez rapidement. Le developpement de la plumule est beau- 
coup plus lent. 

Apres 8 ou 10 jours de germination, la longueur de la 
plumule alteint la moilie ou les trois quarts de celle des 
grains. C'est lors de cette phase du developpement qu'on con- 
sidfere, en general, la germination comme terminee. 

Le developpement du germe se fait en grande partie au 
detriment de I'amidon. Dans les conditions normales, la de- 
pense en matieres amylacees est de 8 a 10 pour 100 de Ta- 
midon contenu dans les grains, mais cette proportion est 
considerablement depassee lorsque la germination se fait a 
une temperature superieure a 20°. 

Pendant la germination, le grain secrete, en dehors de 
Tamylase, d'autres substances actives, parmi lesquelles la 
peptase, qui transforme les matieres albumino'ides en amides, 
et la cytase qui agit sur certaines varietes de cellulose. 

Le role de la cytase est tres important au point de vue 
du maltage. 

En effet, Famidon se trouve, dans les grains, sous forme 
de granules emprisonnes dans des cellules formccs d*une 
membrane resistante. Ces membranes protegent Tamidon 
contre Taction de I'amylase, et Fattaque de Fhydratc de car- 
bone serait tres peu profonde sans I'intervention de la cytase 
qui desagrege Tenveloppe des granules. 

L'attaque de I'amidon, pendant la germination, se fait en 
deux phases successives. 

Dans la premiere phase I'enveloppe cellulosique des cellules 
d'amidon est liquefiee par la cytase, et c'est seulemcnt ensuite 
que I'amylase commence a agir sur I'amidon. 
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C'est a raction de la cytase qu'il faut encore attribiier les 
differences qu'on constate entre I'amidon des grains crus et 
Tamidon du malt. 

Par suite de la destruction de la membrane des cellules, 
Tamidon du malt se liquefie a une temperature plus 
basse que Tanlidon des grains crus. 

Lorsqu'on provoque la germination a une temperature de 
10-17°, la secretion de Tamylase commence apres 35 ou 
/lO heures et le pouvoir diastasique augmente ensuite gra- 
duellement pendant 8 a 10 jours. 

Dans la pratique du maltage les grains sont soumis a une 
serie d'ope rations success! ves. 

La premiere partie du travail consiste a trier et a nettoyer 
les grains. On les fait ensuite tremper, puis on les laisse 
germer. 

Les grains germes sont utilises a Tetat de malt vert dans 
les distilleries ainsi que dans la fabrication du maltose ; pour 
Tusage de la brasserie les grains germes sont tourailles. 

Sans entrer dans tons les details de ces differentes mani- 
pulations, nous nous arr^terons sur les points principaux. 

Le triage des grains se fait dans des appareils speciaux 
qui eliminent les matieres etrangeres ainsi que les grains brises. 
En outre, ces appareils separent les grains d'apres leurs di- 
mensions. 

Les grains destines a la germination ne doivent pas etre 
trop frais. Les grains pris immediatement apres la recolte 
jouissent d'un pouvoir germinatif peu prononce. C'est seu- 
lement quelque temps apres qu*ils devienncnt bons pour la 
germination. 

11 est necessaire de ne pas melanger des grains prove- 
nant de differentes recoltes ni des grains ayant des densites 
differentes. Pour obtenir une bonne germination, il est indis- 
pensable, en effet, que les grains soient, autant que possible, 
d'un poids uniforme. 

Par le triage, on arrive a separer les grains d'apres leurs 
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dimensions. Des grains de dimensions differentes ne pour- 
raient etre mis ensemble en germination, parce qu'ils se 
trempcraient inegalement. 

Des grains d'un poids different ne sont, pas propres au. 
meme usage. Les grains lourds sont preferables pour Tusage 
de la brasserie, tandis que les grains legers, conlenant moins. 
d'amidon et fournissant un rendement en diastase beaucoup 
plus grand, sont plutot indiques pour le travail de la distillerie. 

L'orge bien trie est soumis a la trempe. Gette operation 
se fait generalement dans des cuves speciales permettant de 
changer facilement Teau. Le but de la trempe est de faire 
absorber aux grains la quantite d'eau necessaire a une bonne 
germination. Les grains, au contact dcTeau, segonflent, absor- 
bent une certaine dose d'oxygene et subissent differentes mo- 
difications. 

lis perdent egalement une partie de leurs substances solu- 
bles, notamment des sels et des hydrates de carbone. autres 
que Tamidon. La perte en substances extractives s'eleve de 
0,8 a I pour 100. 

L'elimination de sucre par la trempe des grains est tres^ 
favorable a la secretion des diastases pendant la germination. 

Dans Teau ordinaire, les grains ne trouvent pas la quantite* 
d'oxygene indispensable pour une germination reguliere; iL 
est done rationnel de faire passer, pendant la trempe, uii! 
courant d'air dans la masse des grains. 

L'eau de trempe doit etre souvent renouvelee, afin que les. 
substances dissoutes n'entrent pas en fermentation. 

Generalement, on lave les grains a I'eau avant de les trem- 
per, afin de les debarrasser des germes et des ferments qui 
peuvent adherer a leur surface. 

On laisse les grains dans I'eau pendant 3 a 5 jours et on 
a soin de renouveler celle-ci toules les 12 ou toutes les 2/1 
heures. La duree de la trempe depend d'ailleurs de beaucouj> 
de facteurs ; elle depend de la temperature ainsi que de la 
qualite de I'eau, mais elle depend surtout de la qualite de& 
Effront. Les Enzymes. la 
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grains. L'orge a balle epaisse absorbe Teau plus lentement que 
Torge a balle mince. 

L'op^ration du trempage des grains peut etre consideree 
comme terminee quand ceux-ci ont absorbe environ 5o pour 
100 d'eau. En laissant la trempe se prolonger, les grains 
arriveraient k absorber une quantite d'eau encore plus con- 
siderable, mais la germination, dans ce cas, deviendrait moins 
reguliere et on risquerait d'obtenir des malts moisis. II est 
fort difficile d'arreter le trempage juste au moment ou les 
grains ont absorb^ la quantite d*eau necessaire. Cette diffi- 
culte provient de la difference entre les grains mis en travail. 
Aussi est-il prudent d'arreter la trempe avant que les grains 
soient suffisamment trempes. Le danger d'une trop longue 
trempe existe surtout dans le travail du seigle. Les grains 
ay ant subi une trempe trop longue, deviennent gluants, ac- 
quierent un aspect pAteux, et le malt qu'ils fournissent est 
d'une qualite douteuse. 

Les grains, apres avoir subi la trempe, sont transportes 
dans le germoir ou ils sont 6tales en couches de 3o a 80 
centimetres de hauteur, suivant le systeme de germoir et le 
mode d' aeration. Les germoirs doivent remplir les deux 
conditions suivantes : 

Ils doivent etre bien ven tiles et pouvoir rester a une tem- 
perature constante. 

Les grains mis en tas s'echauffent assez rapidement. La 
combustion de Tamidon et des matieres grasses dcgage une 
quantite de calorique suflBsante pour porter toute la masse 
a une temperature de loo*". II est done necessaire d'eviter 
Televation de la temperature. On y arrive, soit en changeant 
souvent les grains de place, soit en les etalant en couches de 
plus en plus minces au fur et a mesurc que la combustion 
devient plus 6nergique. Dans le systeme dit « pneumati- 
que » on refroidit les couches par un courant d'air liumide. 

La germination dure de 8 a 10 jours. On s'arrange de 
fagon a rester toujours a la plus basse temperature possible. 
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Generalement on commence la germination a une tempera- 
ture de 10-11° et on monte jusque 17-18®, limite qu'on 
evite de d^passer. 

Lorsqu'on etale le malt sur une sole ciment^e on fait au 
debut des couches de 4o a 5o centimetres d'epaisseur, epais- 
seur qu*on diminue ensuite progressivement. On arrive, le 
4® jour, a une hauteur de 10 a 12 centimetres. Dans le sys- 
teme pneumatique la hauteur des couches reste constante, 
mais le grain est souvent retourne pour empecher les radi- 
celles de s'enchev^trer. 

Pendant la germination Thumidite des grains diminue cons- 
tamment et a la fin de Toperation ils ont perdu de 5o a 60 
pour 100 de Teau qu'ils avaient absorb6e pendant le trem- 
page. II arrive souvent que Teau absorbee pendant la trempe 
est insuffisante pour assurer la germination. Dans ce cas les 
couches doivent ^tre arrosees depuis le 3® ou le 4® jour. L'ar- 
rosage sefait systematiquement, parpetites quantites et a fre- 
quentes reprises. 

On arr^te generalement la germination lorsque la longueur 
des plumules atteint la moitie ou les trois quarts de celle des 
grains. On admet, generalemement, que c'est a ce moment 
que les grains contienncnt la plus grandc quantite de sub- 
stances actives. 

En realite, il n'en est pas ainsi. Les recherches que nous 
avons faites a ce sujet montrent qu'on ne pent pas se fier a la 
longueur des plumules pour determiner Tinstant ou la quantite 
de diastase contenue dans les grains atteint son maximum et 
que c'est seulement I'analyse qui pent indiquer le moment 
on Ton doit arreter la germination. 

Le tableau suivant retrace la marche de la germination, 
a 12^-17°, de 4 malts diffcrents conduits dans les m^mes 
conditions. 
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MALT 



All debut 

1 jour.. 

2 — . 

3 — . 

4 - . 

5 - . 
G — . 

7 — • 

8 — . 
lO — . 



M 
5o 
6o 
6o 

70 

81 
85 

95 
100 

9G 



I> 



FORCE DIASTASIQUB 



60 


02 


70 


70 


9'> 


80 


9^ 


8i 


97 


85 


9^ 


«7 


98 


^S 


100 


86 


100 


89 


100 


85 



35 
4o 

^1 
63 
80 
85 

97 
100 

94 
80 



Ces essais, ainsi qu'un ties grand nombre d'observations 
faites dans divcrses usines, nous ont conduits a la conclusion 
suivante: C'est lorsquc Ic malt possede des plumules deux 
fois plus longues que les grains que le pouvoir diastasique 
atteint son maximum ; il arrive cependant aussi que le maxi- 
mum n'est pas encore atteint a ce moment. 

La quantite de diastase contenue dans le grain augitiente 
graduellement au cours de la germination ; mais il arrive sou- 
vent que la quantite maxima de diastase est deja accumulee 
dans les grains avant que les plumules aient atteint la 
longueur indiquee plus haut. 

La quantite de diastase developpee dans le malt reste sou- 
vent stationnaire pendant un certain temps. 

Dans d'autres cas, au contraire, on rcmarque une dimi- 
nution tres rapide de la quantite de diastase. Cette degra- 
dation pent, du reste, s'observer dans le tableau reproduit 
plus haut. 

Nous avons cherche la cause de cette degradation et nous 
avons pu constater qu'elle tient a Taeration energique qui se 
produit au moment ou la germination est tres avancee. G'est, 
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on effet, dans Ics malteries pneumatiques qu'on constate lo 
plus frequennncnt la degradation des diastases, tandis que, 
dans les malteries ordinaires, Talteration de la diastase est 
beaucoup plus rare. 

II se pent toutefois que en dehors de Toxygene de Tair 
d'autres facteurs entrent aussi en jeu pour produire la dimi- 
nution du pouvoir diastasique du malt. 

Lorsqu'on vcut obtenir un malt tres actif, il est indispen- 
sable de Tanalyser depuis Ic 8^ ou le g** jour et de suivre les 
variations de son pouvoir diastasique deux fois par jour. 
Cest sculement ainsi qu'on pent eviter les pertes de diastase 
par degradation. 

En brasserie, le malt vert ne pent pas etre employe. Pour 
Ic rendre propre a la fabrication de la biere il doit passer par 
le tourailleur ou, sous Tinfluence d'une haute temperature, 
certains principes contenus dans les grains subissent des trans- 
formations qui donnent au malt une saveurcaracteristique ainsi 
qu'une coloration plus ou moins foncce. 

Le touraillage se fait a Taide d'air chaud et, suivant le type 
de malt qu'on se propose de faire, on opere la dessiccation 
a des temperatures plus ou moins elevees. 

Le principe fondamental du touraillage consiste a elever la 
temperature graduellement et sans secousses, surtout au debut 
de la dessiccation. 

Tant que le grain contient de lo a 12 pour 100 d'eau, il 
est extremement dangereux de depasser la temperature de 
00**. En effet, la diastase du malt s'altere sous Taction de 
la chaleur et cette alteration est d'autant plus rapide que le 
grain contient une plus grande quantite d'eau. 

Les grains deshydrates au-dessous de 5o° peuvent etre 
portes ensuile a la temperature de 100° sans que la diastase 
soit completement detruite. 

La temperature maxima qu'on atleint pendant le tou- 
raillage est de io3° a 10/4" pour le malt du type de Munich 
ct seulement de 62° a 63° pour le malt de Pilsen. 
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Le touraillage detruit toujours line partie de la diastase, 
meme lorsqu'on prend toutes les precautions possibles. En 
dessechant le malt a la temperature maxima de 5o" et en 
evitant d'elever la temperature au debut, nous avons pa 
constater qu'environ 20 pour 100 des substances actives 
sont detruits pendant la dessiccation. La perte, comme on le 
le voit, est encore considerable. 

En resume, il existe une grande difference entre le malt de 
distillerie et le malt de brasserie. 

Ainsi que nous Tavons dit plus haut, on a interet a choisir, 
pour le malt de brasserie, des grains tres lourdsettres riches 
en amidon. Pour la distillerie, au contraire, on doit prefercr 
les grains legers qui fournissent plus de diastase. 

La germination du malt de brasserie doit ^tre arretce 
lorsque les plumules ont acquis la moitie ou les trois quarts 
de la longueur des grains. Lorsqu'il s'agit, au contraire, du 
malt de distillerie on doit laisser prendre h la plumule le plus 
de longueur possible. 

Le malt de brasserie pent etre aere jusqu'au dernier mo- 
ment tandis que Ta^ration doit cesser pour le malt de dis- 
tillerie pendant les 2 ou 3 derniers jours. 

Enfin, il y a une difference notable dans le touraillage du 
inalt suivant qu'il est destine a la brasserie ou a la distil- 
lerie. Pour la distillerie, la temperature doit etre la plus basse 
possible, tandis que, pour la brasserie, elle doit etre assez 
^levee. 
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CHAPITRE XII 

ROLE DE L' AMYLASE DANS LA BRASSERIE 

L' Industrie de la brasserie a ete creee en suivant des 
methodes empiriques, et c'est seulement depuis une trentaine 
d*annees que la fabrication de la bifere a attir6 I'attention 
des savants. 

Les travaux de Pasteur, Dubrunfaut et Hansen ont 
apporl^ dans ce domaine des donnees precieuses qui forment, 
a rheure actuelle, les bases scientifiques de cette Industrie . 
Les Etudes de ces savants ont provoqu6 des ameliorations 
sensibles dans les methodes de fabrication de la biere. 

11 faut toutefois reconnaitre qu'a Theure actuelle les me- 
thodes empiriques n'ont pas completement disparu de la 
pratique de la brasserie et que la science ne pent pas encore 
expliquer tous les phenomenes qu'on observe dans la fabri- 
cation de la bi^re. Pour mener cette fabrication a bonne 
fin, il est encore necessaire de posseder beaucoup plus de 
pratique que de science. 

La brasserie emploie comme matiere premiere le malt, le 
houblon, Teau et la levure. Avec ces produits, toujours les 
mSmes, on fabriquc une diversite presque infinic de boissons 
fermentees. 

Les differences entre les bieres, que nous connaissons, 
proviennent, en premier lieu, des differences de qualite des 
matieres premieres. 

Le malt de brasserie est loin d'etre une substance d'une 
composition constante. II differe suivant Torigine et la qualite 
de Torge et encore suivant la methode de maltage employee. 
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On pent fairc la memc observation pour les autres facteurs 
<]iii en t rent dans la fabrication des bieres. 

En effet, les diverses levures se comportent tres diflerem- 
ment dans un meme mout sucre et donnent des produits tres 
<livers. 

La difference dans le caractere des bieres pent avoir aussi 
•comme cause la qualite de Teau ou celle du houblon. 

Le gout et Taspect du mout fermente peuvent encore changer 
par suite de I'intervention de ferments et de levures etrangeres. 

Toutes ces causes influent indiscutablement sur la fabri- 
cation, mais la variete des matieres premieres n'explique 
pas toutes les differences que Ton observe entre les boissons 
fermentees. 

Le caractere d\me bierc depend en realite de tres nom- 
breux facteurs : du mode de travail, de la maniere dont le 
maltage et le touraillage sont conduits, des modes d'extrac- 
Jion et de saccharification, ainsi que du mode de fermen- 
tation. 

Comme on le voil, la brasserie est une Industrie excessi- 
vement compliquee. 

Pour bien en comprendre tout le mecanisme, il faut un 
bagage scientifique tres solide, et encore se trouve-t-on souvent 
•en presence de problemcs non resolus scientiliquement. 
Ileureusement, le brasseur se tire d'affaire par son esprit 
<l'observation ainsi que par la routine qu'il a acquise. 

Le malt est generalement tres riche en matieres actives et 
I'amylase qu'il contient pent liydrater tres profondement 
lo a 20 fois plus de matieres amylacfes que le malt n'en 
<:ontient. 

La liquefaction et la saccharification s'operent sans diffi- 
culte en presence de grands exces de diastase. S'il ne s'agissait 
done que d'aboutir a une saccharification profonde, le pro- 
bleme serait tres facile. Mais, en realite, le brasseur n*a pas 
rseulement en vue une transformation profonde de Tamidon 
on Sucre ; tres souvent m^me il redoute la saccharification 
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profonde. II lui importc surtout, en effet, d'arriver a un 
dedoublement special dc ramidon et d'obtenir certaines dex- 
trines resistant a Taction des levures. Souvent aussi, il a en 
Yuc la production de sucres difficilement fermentescibles, qui 
doivent rester intacts pendant la fermentation principale et 
qui n'entreront en jeu qu'au moment de la fermentation 
complementaire . 

Le mode de dedoublement de Tamidon influe a un haut 
<legr6 sur le caractcre de la biere, et, suivant le type de biere que 
le brasseur se propose de produire, il doit former plus ou 
moins de dextrines et de sucres facilement fermentescibles. 

Dans ces conditions, la presence d*un exces de diastase est 
plutot nuisible qu'utile. C*est poiir ce motif que le bras- 
seur, avant meme qu'il en ait pu connaitre les raisons 
scientifiques, a toujours cherche h se placer dans des condi- 
tions qui entravent la saccharification et Faction d'un cxc^s 
de substances actives. Cost ainsique, par le touraillage, on fa- 
vorise la formation de dextrines et que, par une saccharification 
a temperature elevee, on detruit Texces des substances actives. 

L' influence de la temperature de saccharification sur les 
quantites de maltose et de dextrines formees est resumee, 
d'apres Petit, dans le tableau suivant, qui indique les quantites 
de maltose et de dextrines formees a differentes temperatures 
ainsi que le rapport entre ces quantites. 



TEMPERATURE 


MALTOSE 


DEXTRINES 


RAPPORT 


OE SACCHARIFICATIOK 


0/0 


0/0 




60-61 


73 


3o 


I — 0,4 


65-66 


71,4 


3i,8 


I : 0,44 


68-69 


44,7 


57 


I : 1 ,27 


72-73 


34,7 


76,3 


I : 3 



Nous avons dit plus haut que les modes de saccharification 
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et de touraillage influent, non seulement sur la quantite et la 
nature des dextrines, mais aussi sur la nature du sucre. 

En realite, en saccharifiant Tamidon dans certaines con- 
ditions, on aboutit i des combinaisons de maltose et de 
dextrines qui se comportent autrement que le maltose et les 
dextrines libres. 

Ainsi, lorsqu'on abandonne un mout de biere a Taction de 
la levure, on constate que le liquide contient encore, au mo- 
ment ou la fermentation est terminee, une certaine quantite de 
maltose. La non-fermentation du sucre restant n'est nuUement 
due a r^puisement des levures, comme on pourrait le croire a 
premiere vue. G'est ainsi que par une addition de maltose pur 
au moiit fermente on provoque une nouvelle fermentation 
qui epuise le sucre ajoute, tandis que le sucre restant dans le 
mout est tres peu attaque par les levures pendant la nouvelle 
fermentation. 

Pour expliquer ce fait, on admet que le maltose pent former 
des combinaisons avec les dextrines, combinaisons qu'on 
appelle malto-dextrines. Ges corps n'ont pas ele isoles a Tetat 
pur et leur individualile chimique est loin d'etre demontree. 
II est toutefois hors de doute qu'il existe une difierence notable 
dans la fermentescibilit^ des divers sucres qu'on obtient en 
saccharifiant dans diflerentes conditions Tamidon par le 
malt. 

Gette difference pent etre attribuee, ou bien a Texistence 
reelle de differents maltoses ayant des structures geometri- 
ques diverses, ou bien a la formation de combinaisons plus 
ou moins stables de maltose et de dextrines. 

Les auteurs qui ont etudie tout specialement le dedouble- 
ment de Tamidon par le malt admettent, g^neralement, Texis- 
tence de differents types de malto-dextrines qui se caracteri- 
sent par les quantites relatives de maltose et de dextrines 
qu'ils contiennent. 

Les malto-dextrines contenant une grande quantite de mal- 
tose sont dites malto-dextrines du type bas ; au contraire les 
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mallo-dextrines contenant beaucoup de dextrines et peu de 
maltose sont dites du type eleve. 

La dextrine contenue dans les malto-dextrines est trans- 
formee par la diastase a des temperatures superieures a 55°, 
tandis qu'au dessus de 63° les malto-dextrines restent inatta- 
quees. La levure de biere dedouble ces combinaisons en ma- 
tieres fermentescibles et en dextrines. Ce dedoublement se 
produit toujours avec une lenteur plus ou moins grandc, 
suivant que la levure agit sur un type bas ou sur un type eleve 
de malto-dextrine. 

La formation des combinaisons de maltose et de dextrines 
depend de la temperature de saccharification. Par Taction de 
la diastase au-dessous de 5o°, on forme du maltose et des 
dextrines libres sans malto-dextrines. En faisant agir la dias- 
tase entre 55° et 62°, on constate deja Tapparition de maltose 
combine aux dextrines et les malto-dextrines augmentent 
considerablement lorsqu'on depasse cette temperature. La 
composition du moiit, au point de vue de sa teneur en mal- 
tose combine aux dextrines, pent, par consequent, etre reglee 
par le choix de la temperature de saccharification. 

D'apr^s Petit, on obtient, avec un meme malt saccharifie 
successivement a 60°, 65° et 69°, les quantites respectives 
suivantes de malto-dextrines : 

Temperature 60° 65 <> 69° 

Malto-dextrines 2,4 6,6 r6,2 0/0 

La temperature, tout en influant sur la formation des 
malto-dextrines, n'influe pas beaucoup sur le genre des malto- 
dextrines transformees. 

Ainsi les temperatures comprises entre 60° et 65° provo- 
quent toutes le meme type et c*est seulement a la tempera- 
ture de 69° qu'on arrive a relever sensiblement le teneur en 
dextrine des malto-dextrines formees. 

La temperature de touraillage a aussi une influence mani- 
feste sur la marche de Thydratation de Tamidon. 
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Brown et Morris, en analysant les mouls obtenus avec i 
malts lourailles a cles temperatures croissantes, ont trouve les 
chiffres suivants : 




Pouvolr diastasiquc 47 

Malto-dexlrincs pour lOO. . . 4.35 
Type de malto-dexirines obtenues. i : o , 5 



Comme on le voit, la temperature de louraillage agit a la 
fois sur la quantite et la nature des malto-dextrines. Le malt 
contenant le moins de diastase fournit a la fois le maximum 
de maltose combine et le type le plus eleve de malto- 
dextrine. 

Les qualites et les proprietes de la biere sont influencees a 
un haul degre par la quantite et le type des malto-dextrines 
Ibrmees pendant la fabrication. Ces substances exercent une 
influence sur I'attenuation, sur le gout, ainsi que sur la con- 
servation de la biere. 

Nous ne pouvons, dans le present volume, faire la descrip- 
tion des difl'e rentes methodes de brassage et nous preferons 
rcnvoyer le lecteur a des ouvrages speciaux. 

Remarquons seulement que c'est en modifiant le mode 
(Thydratation de I'amidon qu'on arrive a produire des 
bieres de types diflerents. En effet, la fagon de conduire le 
brassage influe a un haut degre sur la composition du moiil 
<{ui agit a son tour sur la qualite et le type de la biere. 

Avant m^me de posseder des notions theoriques sur le 
mode de dedoublement de I'amidon, le brasseur connaissait 
deja les conditions dans lesquelles il est necessaire de se 
placer pour aboutir a un mout presentant les qualites requi- 
ses dans cliaque cas. Quand le brasseur se propose de faire 
des bieres a forte attenuation et riches en alcool, il se trouve 
force d'effectuer le brassage de maniere a ^viter la formation 
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de grandes quantites de malto-dexlrincs. Quand il s'agit, au 
contraire, d'une biere a fermentation basse donnant lieu a 
line fermentation secondaire prolongee, il cherche a obtenir 
line grande quantite de maltose combine et de malto-dextrines 
(le type tres eleve. 

Pour les bieres a fermentation haute, la maniere de con- 
cluire la saccharification depend aussi du degre de densite des 
inouts. Les mouts destines a la fabrication de bieres legeres 
sent generalement profondement saccharifies, tandis que pour 
les bieres fortes on cherche, au contraire, a produire beau- 
coup plus de dextrines. 

C'est done par un touraillage a une temperature conve- 
liable et par la duree de la saccharification qu'on arrive a 
[)roduire des mouts de compositions tres differentes, tout en 
cmployant les memes matieres premieres. 
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GHAPITRE XIII 

FABRICATION DU MALTOSE 

Par Taction du malt sur ramidon, on pent obtenir, suivant 
la duree de reparation et suivant la temperature a laquelle 
clle est pratiquee, une serie de produits different entre eux 
par le degre d'hydratation. 

En saccharifiant un empois contenant de 5 a 7 pour 100 
d'amidon avec une infusion de malt a la temperature de 4o°- 
45**, on aboutit, apres 12 a i5 heures, a une transformation 
presque complete de Tamidon en maltose. 

Le liquide sucre, ^vapore jusqu'a la consistance de ^o" a 
/j2° Baume, se prend en une masse blanche, cristalline, con- 
tenant seulement i a 2 de dextrine pour 100 de sucre. 

On obtient un produit d'une tout autre nature par la sac- 
charification a 6o°-62°. Si on limite la duree de la sacchari- 
iication a 3o ou 60 minutes et que Ton travaille avec un 
cxces de diastase, on obtient un sirop fortcment saccharifie 
contenant de 20 a 25 parties de dextrine pour 100 de sucre. 

Par une saccharification h 68° on arrive a des produits 
possedant une tcneur en maltose de 60 seulement pour 
J 00. 

Ces differents produits ont trouve leurs applications dans 
I'industrie, grAce aux efforts tentes par Dubrunfaut et Guse- 
nier. 

Ces savants ont fait une etude tres approfondie de la sac- 
charification par le malt et ils ont cree un precede indus- 
Iriel auquel un trfes grand avenir semble reserve. 

Dubrunfaut, en crdant I'industrie du maltose, esperait que 
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les differents produits de saccharification trouveraicnt de 
multiples applications dans differentes industries. II croyait 
que le maltose pur pourrait remplacer avec avantage le 
Sucre de canne dans la vinification et la fabrication des li- 
queurs. Le sirop saccharide devait prendre place dans toutes 
les industries qui emploient le glucose, par exemple dans la 
pdtisserie, dans la confection dcs confitures, etc. Les produits 
contenant une forte proportion de dextrine auraient ete tout 
specialement destines a la brasserie ou ils devaient remplacer 
une grande partie du malt. 

Les previsions de Dubrunfaiit ne se sont pas compl^te- 
ment realisees. 

L'industrie du maltose a pris, a une certaine epoque, un 
grand developpement. On a cree des usines en France, en 
Belgique, en Hollande ct en Angleterre et la production de 
ce Sucre a atteint de tres grandes proportions. Dans ces 
dernieres annees, cependant, cette industrie, a la suite de 
diflerentes circonstances, a subi un recul considerable. 

Toutefois, le progres de la fabrication du maltose n'indique 
nullement que cette industrie soit destinee a disparaitre. 

Les avantages que presente la saccharification par le malt 
sur la saccharification par les acides sont pour nous indiscu- 
tables et nous sommes absolumcnt certains que cette indus- 
trie finira par detroner celle des glucoses. 

Gomme la preparation industrielle du maltose est tres peu 
connue, nous tenons a donner ici quelques renseignements 
sur la technique de cette fabrication. 

Comme matieres premieres on emploie des fecules de 
pommes de terre,de riz oude mais. Au point devueeconomi- 
que, le mais est la matiere premiere offrant le plus d'avantages. 
Malheureusement le travail de cette cereale presente de grandes 
dilEcultes quant a la filtration et a la decoloration du sirop. 

Pour aboutir a des produits d'une bonne apparence et 
pour obtenir des rendemenls convenables, il est necessaire de 
se placer dans des conditions strictement determinees. 
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Les operations successives auxquelles on doit proceder 
sont les suivantes : 

1° Mouture ; 

2® Cuisson ; 

3** Saccharification ; 

4^ Filtration; 

5° Defecation ; 

6** Seconde filtration ; 

7® Evaporation ; 

8° Seconde defecation ; 

9® Evaporation a 4o°. 

Le mais, reduit en une mouture grossiere, est introduit 
dans les appareils horizontaux munis a I'interieur d*un mou- 
vement h palettes. Chaque cuiseur regoit ySo kilogrammes 
de mouture et une quantite d'eau determinee, de fagon a 
donner, apres la cuisson, 45 hectolitres de liquide. On monte 
rapidement en pression tout en faisant marcher Tagitateur et 
on reste 4o minutes a 3 atmospheres. Le temps necessaire 
pour monter a cette pression etant d'environ 4o minutes, 
la cuisson se trouve terminee au bout de 86 minutes 
environ. 

Le mais cuit est envoye dans un second appareil hori- 
zontal muni d'une double enveloppe, d'un broyeur Bohm et 
d*un agitateur a palettes. On ajoute une faible quantite de 
malt a la temperature de 70^-75° et, en 5 a 10 minutes, on 
produit une liquefaction de la masse. On refroidit ensuite 
par la double enveloppe, on ajoute le restant du malt a la 
temperature de 65**, on reste environ 20 minutes a cette 
temperature, on rechauffe a 70® et on envoie le mout dans 
le filtre-presse. Pour la fabrication du sirop dextrine la sac- 
charification se prolonge pendant i heure a 68°. 

Le sirop saccharifie demande pour sa confection jusqu'a 25 
pour 100 de malt vert. Pour le sirop dextrine la quantite 
de malt est reduite jusqu'i i5 pour 100. 

On attache une tres grande importance a la filtration et. 
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cn realite, cette phase du travail influence a un haut degre la 
qualite du produit ainsi que le rendement. 

Le passage par le filtre-presse doit se faire tres rapidement 
ct, lorsque le liquide a passe par le filtre, il doit etre d'une 
limpidite parfaite. Une filtration incomplete amene une alte- 
ration des jus et indique en meme temps une mauvaise 
extraction. 

Le leger trouble que Ton constate dans le mout mal filtre 
decele la presence d'une certaine quantite d'amidon capable de 
produire une perturbation pendant la concentration des jus. 

Pour aboutir a une bonne filtration il est essentiel de se 
servir d'un malt dont la plumule soit tres longue et de 
rechaufler le mout saccharifie a la temperature de 70**. 

Dans les maltoseries on emploie generalement des filtres- 
presse de 70 centimetres carres, munis de 1 2 cadres revetus 
de toile. Une batterie de 7 filtres fournit en i5 minutes 45 
hectolitres de jus de 2° 1/2 a 3° Baume. 

Les jus filtres sont amenes dans des reservoirs en cuivre 
munis d'une double enveloppe pour I'entree de la vapeur. On 
rechaufle rapidement a 75** et on laisse les jus environ une 
dcmi-heure a cette temperature pour la defecation. 

II se forme un abondant precipite qu*on separe par un 
second passage au filtre. Cette secondc filtration ne presente 
pas de dilficultes. EUe se fait sur un filtre-presse de petitcs 
dimensions. 

Les jus limpidcs sont rcnvoyes a Tcvaporation dans un 
appareil a triple eflct 011 ils sont concentres jusque 22** 
Baume. 

Les sirops sont alors soumis a I'epuration ainsi qu*a un 
traitement au noir animal. Les sirops sont amenes dans des 
reservoirs speciaux dans lesquels on ajoute 10 kilogrammes 
de noir animal en poudre et 000 grammes de sang desseche 
pour 25 hectolitres de sirop. 

On maintient a TebuUition pendant 10 minutes, on filtre 
ei on concentre dans le vide jusqu'a 4o**-42® Baume. Pour la 
Effront. Les Enzymes. i3 
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fabrication dc produits forlement decolores on renvoie les 
sirops, apres I'epuration, dans la batterie de filtrcs au noir ou 
ils reslent de 5 a 8 lieures. 

Les rcndements qu'on obticni couramment dans les usines 
sont de 92 a 94 kilogrammes dc sirop a 4o** pour 100 kilo- 
grammes de mais, mais, pour aboutir a ce rcsultat, il faut 
un travail tres regulier et beaucoup d'attention. 

Pour donner une idee de Tinfluence du mode de travail 
sur le rendement, nous pouvons rappeler que dans les pre- 
mieres annees d'existence des usines de maltose le rendement 
ctait seulement de 60 a 65 kilogrammes de sirop pour 100 
kilogrammes de mais et que c'est seulement dans la suite, 
grace a des perfectionnemcnts successifs, qu'on est arrive aux 
resultats mentionnes plus liaut. 

Le sirop bien fabrique se conserve generalement bien. 
Toutefois, cette conservation est plus sure a Tair libre que 
dans des reservoirs fermcs. Dans les grands reservoirs exposes 
a Tair on ne constate jamais d'alteration, tandis que le sirop 
mis en tonneaux entre parfois en fermentation. 

Voici I'analyse des produits industriels : 

MAF/rOSE MASSK 

Eau i8,(> 

Maltose 8(),(> 

Dextrine 0,2 

SIK()l> BLANC (fECULe) 

Substances seches 77 » ' 

Maltose '^Ot** 

Dextrine '7''* 

MA'iS SACCill \UIF1K 

Eau a(),3 

Maltose !\') 

Dextrine 33 

Maticres azotees 2^3 

Substances mincrales o»t>i 
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SIROPS DEXTRINES 

Eau 30 

Maltose , . . . . 3o,a 

Dextrine 48 

Matieres azotees 2,1 

Substances minerales 0,91 

SIROPS DE RIZ 

Eau 18,8 

Maltose 71 

Dextrine 3,/| 

Substances etrangeres 8,2 

Le sirop de maltose presente de tr^s grands avantages sur 
celui de glucose, au point de vue de la purete comme au 
point de vue economique. 

Lc maltose est une substance nutritive d'une grande va- 
leur. Dans Torganisme vivant il se transforme plus rapide- 
inent en sucre assimilable que le saccharose. II est tres facile 
a digerer et, ayant un gout moins sucre que le sucre de 
canne, il peut etre absorbe en quantites beaucoup plus consi- 
derables que ce dernier. 

Par Taction des acides sur I'amidon, on obtient des glu- 
coses industriels contenant, a cote des dextrines, des corps 
(Hrangers formes sous 1' influence des acides a haute tempe- 
rature. Ces corps donncnt un gout desagreable aux glucoses 
et possedent souvent des proprietes toxiques. 

Les dextrines formees sous Tinfluence des acides ont une 
valeur nutritive tres mediocre. Le sucre pancreatique agit tres 
lentement sur ces dextrines, et son action est toujours impar- 
faite. 

Comme il resulte des essais faits par Soxhlet et Stutzer, 
Ics dextrines formees par le malt se comportent tout autre- 
ment; elles sont transformees beaucoup plus facilemcnt par 
les diastases. 

La saccharification par le malt presente encore un grand 
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avantage : celui de pouvoir utiliser les matieres amylacees 
directement, sans passer par la fabrication de Tamidon. 

En traitant le ma'is par I'acide, on produit dcs modifica- 
tions profondes dans les matieres azotees ainsi que dans les 
matieres grasses. Les produits obtenus sont noirs, d\m gout 
'<lesagreable et peu propres a la fabrication de la biere. 

Pour aboutir a des produits plus purs on est force d'ex- 
traire tout d'abord Tamidon, ce qui entraine de grandes 
pertes. De 60 kilogrammes d*amidon, contenus dans 100 
kilogrammes de ma'is on ne retire pratiquement que 5o a 52 
kilogrammes. On perd done environ de 8 a 10 kilogrammes 
•d'amidon ainsi que d'autres substances nutritives, organiques 
*ct minerales, qui entrent dans la composition des grains et 
•^^qui sont utilisees dans la fabrication du maltose. 

L'industrie du maltose fournit aussi une dreche plus 
rsaine et plus nutritive que celle fournie par Findustrie du 
glucose. II est done indiscutablc qu*au point de vue bygie- 
inique ainsi qu'au point de vue economique le maltose est 
pr6f(6rable au glucose. 

La crise par laquelle passe momentanement Tindustrie du 
maltose n'est nuUement de nature a la faire disparaitre com- 
pletement. Gette fabrication presente des avantages tres reels 
»et les efforts tentes par Dubrunfaut et Cusenier ne resteront 
pas vains. 

Les brevets qui protegeaient cettc Industrie sont perimes 
ct cette circonstance ne tardera certainement pas a lui donner 
am nouvel elan. 
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FERMENTATION PANAIRE 

Th6orie de Dumas sur la fermentation panaire. — Cerealine de M5gc- 
Mouries. — Le r61e des baclerics dans la fermentation panaire. — L'ori- 
gine du sucre dans la farine. 

Le travail de la boulangerie se fait en trois phases succes- 
sives : le petrissage, Tappret et la cuisson. 

La premiere de ces operations a pour but de fabriquer 
avec la farine une pate elastique et homogene. 

A cet effet, on dilue un peu de levain dans de Teau tiede,, 
on ajoute petit a petit de la farine, on agite ensuite le me- 
lange et on petrit la masse. II se forme airisi une pdte dans 
laquelle on fait penctror uniformement une certaine quantiti'"^ 
d'eau salee. Le petrissage tcrmine, on abandonne la masso 
pendant quelque temps. 

Le levain incorpore produit alors une fermentation qui 
modifie la structure et la composition chimique de la pdte. 

Cette fermentation constitue la deuxieme periode qu*oi^ 
nomme Tappret. L'appret se fait dans le petrin et dure gene- 
ralementde 20 a 3o minutes. 

La pate est ensuite divisee en parties d'une certaine gran- 
deur auxquelles on donne la forme d'un pain. On les sau- 
])Oudre avec de la farine, et on Ics laisse de nouveau en repos 
j)endant 3o a 4o minutes apres quoi on les soumet a la cuis- 
son dans des fours portes a 200° ou 3oo^. 

Le levain qui sert dans la preparation du pain provient 
d'une operation preccdente. Apres le petrissage, le boulanger 
preleve une faible partie de la pate et Temploie commc 



i(j8 LES ENZYMES 

Icvain dans ropeiation suivantc. Lc meme ferment est utilise 
de cette fagon pour une serie indefinie d*operations. 

L'agent principal de la fermentation panaire est un saccha- 
romices. Mais ce facleur n'est pas le seul ; d'autres entrenl 
en jcu et, ici encore, on se trouve en presence d'actions dias- 
tasiques. 

Le ble, le seigle, ainsi que toutes les cereales, contiennent 
des quantites notables d'amylase et de substances activant 
Taction diastasique. Par la mouture, il est vrai, une grande 
partie de la diastase se trouve eliminec avec le son, mais la 
farine ne se trouve pas completemcnt depourvue de substances 
actives. Ces enzymes non elimines jouent successivement un 
role important dans les diverses phases de la fabrication du 
pain. 

L'action des diastases des grains s'exerce deja pendant la 
mouture. Cette action se manifeste ensuite pendant la fermen- 
tation panaire et pent meme encore se constater pendant la 
cuisson. 

Le r61e du levain, ainsi que les phenomenes physiques et 
chimiques qui se manifestent pendant la panification, out 
donne lieu a differentes theories. 

Dumas envisage la fermentation panaire comme une fer- 
mentation alcoolique. D'apres ce savant, I'amidon etle gluten 
de la farine se trouveraient deja en partie hydrates a la suite 
du delay age avec I'eau. Cette hydra tation serait encore 
favorisec par le petrissage qui repartit egalemcnt le levaiu 
dans la masse et le met en contact avec Tair, condition qui 
favorise la fermentation. 

Pendant I'appret, Tacide carbonique forme dans la masse, se 
trouve emprisonne dans les cavites de la pate h rinterieur 
de laquelle le gluten relie les divers elernents. Pendant la 
cuisson, la brusque elevation de temperature dilate les gaz 
inclus dans la pate, et produit un gonflement de la masse 
ainsi qu*une adherence plus intime entre les matiferes hy- 
dratees, Tamidon, le gluten et Talbumine. 
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D*apres Dumas, I'acide carbon Ique produit par la fermcn- 
lation panairc reste presque totalcmcnt dans le pain dont il 
occupe environ la moitie du volume, a la temperature 
de 100**. 

La levurc agirait done, d'apres lui, par Tacide carbonique 
qu'clle produit et la fermentation serait provoquee au de- 
triment du Sucre deja preexistant dans la farine. 

La theorie de Dumas assimilant la fermentation panaire a 
une fermentation alcoolique a souleve diflfe rentes objections ; 
certains auteurs ont objecle que, dans la fermentation panaire, 
il n'y a ni production d'alcool, ni multiplication des levures. 

D'apres Megc-Mouries, le son conticndrait une substance 
active qu'il appelle cerealine et qui aurait la propriete de 
transformer successivement Tamidon en dextrine, en glucose 
et en acide lactique. Cette substance ne se retrouve pas dans 
la farine, mais, d'apres Mege-Mouries, le gluten lui-m^me 
pourrait saccharifier et faire fermenter Tamidon. 

La presence d*alcool dans la pate apres Tappr^t a, en effet, 
echappe pendant tres longtemps a I'analyse. En outre, dif- 
ferents experimentateurs sont arrives a cette conclusion que 
les levures introduites avec le levain ne se multiplient pas 
pendant Tappr^t. 

En s'appuyant sur ces donnees et sur la presence presque 
constante de bacteries dans le levain, quelques bacteriologistes 
ont emis Thypothese que ce seraient les ferments et non les 
levures qui produiraient la fermentation. 

En 1 883, Chicandard a decrit le bacillus glutinis qu'ilcon- 
sidere comme etant Tagent de la fermentation panaire. 

Laurent, dans ses travaux ulterieurs, a decrit le bacillus 
panificans. 

Popoff a isole de la pate de boulanger un bacille anaerobie 
qui, en presence de sucrc, produit de I'acide carbonique et de 
I'acide lactique. 

Les analyses bacteriologiques de levain s faites par Peters et 
Boutroux ont demontre la presence constante dans le levain 
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(Ic ferments secretant de la diastase et agissant sur Tamidon 
et les matieres albuminoides. De plus, la presence de fer- 
ments de meme nature a ete constatee dans la farine de ble. 

L'intei-vention constante de ferments dans la panification 
peut done ^tre consideree comme demontree. 

Pour les uns, ce sont les ferments seuls qui provoquent la 
fermentation ; pour les autres, les ferments agissent en syni- 
biose avec la levure : les ferments, a Taide de leur diastase, 
fourniraient le sucre aux levures. 

Wolffin est arrive h produire du pain normal en reni- 
plagant le levain par une culture de bacillus levans. Des ex- 
periences analogues ont ete faites par Popoff avec le meme 
succes. 

Boutroux, qui a repris ces experiences et qui a etudie 
avec beaucoup de soins le levain de boulangerie, est arrive 
aux conclusions suivantes : 

I ° La levure alcoolique est toujours presente dans le levain 
du pain ; 

2** Cette levure se cultive de pAte en pAte de telle sorte 
qu'en ensemengant une premiere pAle avec des traces im- 
ponderables de levure on retrouve, au bout de quelques ope- 
rations, la meme quantite de levure dans tons les points de 
la pAte sur laquclle on a opere en dernier lieu ; 

3** L'autre microorganisme trouve dans la pate et auquel 
on pouvait attribuer hypothetiquement le pouvoir de la faire 
lever se comporte tout autrement: cultive de pAte en pAte 
il cesse de faire lever apres le 2® ou le 3° passage. 

La presence dans le levain de ferments favorisant la pani- 
fication est un phenomene en somme exceptionnel. 

II resulte des 6tudes de Boutroux que, generalement, la 
presence des ferments joue un role defavorable : ils attaquent 
le gluten et empeclient le pain de lever. Dans la pratique de 
la boulangerie Taction nuisible de ces bacteries est paralysee 
par la presence de la levure qui, dans une pAte normalement 
constitute , trouve un excellent terrain de developpement. 
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combat les ferments etrangers et entre seulc en jeu pendant 
la fermentation panaire. 

La maniere de voir de Dumas se trouve aussi confirmee 
par les experiences de Moussette et Aime Girard qui sont 
arrives a constater la presence de Talcool dans les produils 
de la fermentation panaire. 

Moussette, en condensant la vapeur des fours a pain pen- 
dant la cuisson, a obtenu une solution alcoolique contenant 
1,6 d'alcool pour lOO. 

D'apres Girard, il se forme pendant la fermentation le 
meme poids d'alcool que d'acide carbonique. On constate 
Texistencc d'environ 2 grammes et demi de chacune de ces 
substances par kilogramme de pain. 

D'apres quelques auteurs, le sucre consomme dans la fer- 
mentation panaire, sucre qui equivaut a environ i pour 100 
du poids de la farine, proviendrait directement des grains. 
A Tappui de cette maniere de voir on peut citer Texemple de 
Torge qui contient toujours des quantites appreciables de 
sucres fermentescibles. Mais le teneur en sucre du ble est, 
en realite, tres variable et on observe cependant que les 
cereales contenant des quantites de matieres fermentescibles 
insufllsantes pour la fermentation panaire, fermentent cepen- 
dant aussi energiquement que les cereales riches en sucres. 
D'autre part, la farine qui est debarrassee de certaines par- 
ties constiluantes des graines se trouve, par ce fait meme, plus 
pauvre en sucres. 

D'apres Aime Girard, Boutroux et Morris, il se produirait, 
pendant la vegetation des graminees, une accumulation dc 
sucre dans la tige ; ce sucre, au moment de la formation de 
Tamidon, passerait dans I'embryon des grains et y serait 
transforme en amidon au fur ct a mesure que le grain murit. 

De cette fa^on, on ne trouverait dans le ble mur que des 
traces de sucre et, comme pendant la mouture on enleve la 
plus grandc partie du germe, la farine serait exempte de 
sucres naturels. 
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En presence de ce fait, il y a lieu de sc demander d'ou 
provient le sucre servant a la fermentation. D'apres Poehl, 
le Sucre fermentescible qu'on retrouve dans la farinc prendrait 
naissance pendant la mouture des grains, a la suite d'une 
action diastasique sur Tamidon. Cette action diastasique se 
manifesterait seulement avec les grains contenant une cer- 
taine quantite d'eau, tandis que les grains desseches n'en 
fourniraient point. 

Ainsi, quand on traite une mouture de ble contenant de 
II a i3 pour lOo d'eau avec de Falcool a q5^, on constate 
dans le liquide la presence de sucre reducteur. Le m^me grain, 
prealablement desseche et soumis ensuiteaumeme traitement 
par Talcool, ne fournit plus de sucre. 

II y a done, en realite, une transformation de Tamidon 
on sucre et Taction de Tamylase se manifeste par consequent 
deja au moment de la mouture. II y a tout lieu d'admettre 
que rhydratation commencee continue pendant le petrissage 
ot Tappret, quoique la teneur en sucre n'augmente pas sensi- 
blement pendant ccs phases du travail. 

L'intcrvention de la diastase se manifeste avec plus de 
nettete pendant la cuisson. 

La pAte, une fois introduite dans le four, s'echaufTe tr^s 
inegalcment. A la surface la temperature s'eleve brusquement 
ct provoque la formation d'une croAte qui empeche la vola- 
tilisation des gaz ct de la vapeur d*eau formes. A I'interieur 
la temperature s'eleve tr^s lentement, circonstance qui favo- 
rise la fermentation alcoolique ainsi que Taction diastasique, 
puisque les diastases continuent k agir jusqu'a la temperature 
de 80^. Sous Taction de la vapeur d'eau et de la chaleur les 
grains d'amidon se transforment en empois et en amylo- 
dextrines. 

La faible quantite de diastase contenue dans la farine se 
trouve dans d'excellentes conditions pour provoquer Thydra- 
tation de Tempois, empois qui ne pent se former qu'en tres 
petite quantite, sa formation etant limitee par le manque d'eau. 
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C*est surtout pendant la cuisson que le maltose et les dex- 
trines se forment dans le pain et communiquent a celui-ci 
un gout et une consistance caracteristiques. 

La farine de qualite superieure contient, generalement, do 
tres faibles quantites de diastase, tandis que les farines con- 
tenant encore une certaine quantite de son sont plus riches 
en matieres actives qui influent a un haut dcgre sur le carac- 
tere du pain. C'cst ainsique la miemolle du pain bis est duo 
cxclusivcment a la diastase du son. 

Le pain blanc, triture dans I'eau tiedc, fournit une masse 
demi-solide et environ 6 pour lOO seulement de matieres 
se dissolvent. Le pain bis, traite de la m^nie maniere, donno 
a Teau un aspect laiteux et 45 a 5o pour loo de matieres 
stehes s*y dissolvent. Cette diflerence de solubilite provient 
de la diflerence entre les modes d'action de la diastase dans 
les deux sortes de pain. 

Dans le son, dans les germes de ble, et, par consequent aussi 
dans la farine, il y a encore d'autres diastases jouant un role 
dans la panification. 

La transformation que subit le gluten pendant Tappret et 
la cuisson nous parait etre due a une action diastasique, 
mais cette question est encore fort peu elucidee. 

L* intervention des enzymes est beaucoup plus evidente 
dans la coloration des farines. 

On trouve encore dans les farines des enzymes oxydants 
sur lesquels nous aurons I'occasion de revcnir en etudiant 
les oxydases. 
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CHAPITRE XV 



ROLE DE L'AMYLASE DANS LA DISTILLERIE 



Traitement des grains par Tacide et par le malt. — Influence de la 
cuisson sur la saccharification. — Ghoix des temperatures de saccharifi- 
cation. — Saccharification principalc et secondaire. • — Experiences 
d'Efiront sur lalteration des diastases pendant la saccharification. — Tra- 
vail par infusion. — Alteration des diastases pendant les phases succes- 
sives du travail. — Gontr61e du travail dans la distillerie. 



Les matieres amylacees ne subissent pas directement Tac- 
tion de la levure. Pour les rendre accessibles k Taction du 
ferment alcoolique, il est indispensable de les soumettre k 
une saccharification prealable. 

Pour operer cette transformation, la distillerie a longtemps 
employe les acides mineraux et c*est seulement dans ces 
derniers temps que ces agents ont presque totalement disparu 
des usines ou ils ont et6 remplaces par le malt. 

L'emploi des acides comme agents saccharifiants pr^sente, 
en realite, de grands inconvenients. Pour obtenir une sacchari- 
fication profonde sans destruction notable du sucre forme, on 
est force d*agir sur des mouts trfes dilu^s, de les maintenir 
tres longtemps a une temperature voisine de loo" et d*em- 
ployer des quantites considerables d*acide qui doit necessai- 
rement etre neutralise avant Tadjonction de la levure. La 
saccharification par les acides est done peu 6conomique, d'au- 
tant plus qu'elle n'est jamais complete et que les plus hauts 
rendements auxquels on pent aboutir ne sont jamais sup^rieurs 
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a 5o ou 53 litres d'alcool par loo kilogrammes d'amidon 
mis en oeuvre. 

Le travail par I'acide prcsente encore un autre inconve- 
nient : il fournit une drechc qui ne pent pas ^tre utilisee pour 
la nutrition du betail, inconvenient suffisant pour condamner 
la m^thode. 

En employant le malt, tous les inconvenients du procede a 
I'acide disparaissent et la saccharification se fait relativement 
vite. Les dreches obtenues de cette fagon sont de bonne qua- 
lit6 et le rendement en alcool depasse 65 litres par loo kilo- 
grammes d'amidon mis en oeuvre. Le travail a I'aide du malt 
a toutefois aussi ses inconvenients. II n'est pas toujours facile 
de preparer un malt repondant aux besoins de la distillerie, et 
il est souvent fort difficile de I'utiliser rationnellement. 

De toutes les industries qui emploient la diastase comme 
agent saccharifiant, c'est indiscutablement la distillerie qui a 
le plus a lutter avec les difficultes que presente I'emploi de 
I'amylase. C*est, en effet, Tamylase qui joue le r61e prin- 
cipal dans cette industrie. 

C*est elle qui regularise la marche de la fermentation et 
qui influe sur toutes les phases du travail. 

La connaissance approfondie du mode et des conditions 
d'action de cette diastase est done indispensable pour diriger 
convenablcment le travail. 

C'est pour cette raison que, tout en nous plagant a un 
point de vue special, tout en etudiant la distillerie exclusi- 
vement au point de vue du role qu'y joue le malt, nous sommes 
amenes a passer en revue toutes les operations qui se suc- 
cedent dans cette industrie. 

Cuisson. — L'amidon retire des cellules est difficile- 
ment attaquable par Tamylase mais, lorsqu'il n'est pas 
encore degage des grains qui le renferment, sa transformation 
par la diastase est encore plus difficile. Les substances inter- 
cellulaires et la membrane cellulosique des cellules amylacees 
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empechent le contact dc la substance active avec les granuIes^ 
d'amidon. 

Pour rendre eilicace Taction de la diastase sur les ma- 
tieres amylacees, on est force de leur faire subir une cuisson 
qui dissout les substances intercellulaires et met en liberte 
les grains d'amidon. 

En operant avec des matieres amylacees reduites en poudre, 
les actions combinees de la chaleur et de I'eau, favorisent a 
un haut degre Tattaque de I'amidon et la cuisson a I'air libre 
suffit pour obtenir un empois qui se saccharifie facilement 
par le malt. Toutefois, pour le travail des grains en tiers, il est 
indispensable d'operer sous pression. 

Dans la pratique on opere la cuisson dans des appareils 
fermes ou les grains sont soumis pendant 2 lieures environ 
a une pression de 3 a 4 atmospheres. 

L'elevation de la temperature est tres favorable a la disso- 
lution de I'amidon, mais elle presente de grands inconvenienls 
a d'autres points de vue. 

La partie principale des grains, I'amidon, resiste a de 
liautes temperatures sans se decomposer, mais tel n'est pas 
le cas pour les aulres substances constitutives du grain, pour 
les sucres par exemple, qui sont detruits a haute tempera- 
rature. En cuisant un mout sucre a differentes pressions on 
constate que la destruction du sucre augmente dans une forte 
proportion au fur et a mesure que la pression augmente. 

Ainsi un mout sucre, contenant i5 pour 100 de maltose^ 
maintenu pendant : 

1/2 heure k 2 atmospheres perd o,85 de sucre. 

- 3 - 1.7 - 

— 4 - 3,4 - 

Les grains, et surtout les pommes de terre, contiennent des 
quantites de sucres fermentescibles assez appreciables, et la 
destruction de ceux-ci doit forcement amener une perte sen- 
sible en alcool. 
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La haute pression a aussi pour effet de dissoudrc diffe- 
rcntes substances qui entrent dans la composition des grains. 
L' augmentation, dans le mout, de la quantite de substances 
extractives sous T influence des hautes pressions est consi- 
deree, par differents auteurs, comme une preuve de Teflicacite 
de la cuisson. G*est en se basant la-dessus qu'on conseille 
m^me parfois de depasser, pendant la cuisson, la pression 
de 3 atmospheres. II est indiscutable que la haute pression 
augmente la densite des moiits et qu'elle favorise I'augmen- 
tation de la quantite de substances reductrices, mais ce fait 
n'entraine pas necessairement une augmentation du rende- 
ment alcoolique. Au contraire, de nombreux cssais faits dans 
cette voie nous ont montre qu'un mout de grains fortement 
cuits, tout en donnant avec le malt une bonne saccharifi- 
cation, fournit un rendement en alcool inferieur a celui d'un 
mout prepare a une pression moderee. Ainsi 3 mouts de 
grains prepares, toutes choses egales d'ailleurs, a differentes 
pressions, ont donne les resultats suivants : 





DENSITE 




FORCE 




BALLING 


ALCOOL 


DIASTASIQUE 


2 atmospheres . . 


17 


10,5 


4o 


3 — . . 


18. 1 


10,3 


28 


4 — . . 


18,6 


9»8 


i3 



On voit que le mout cuit a 4 atmospheres possede une 
ilcnsite de 18,6, tandis que le mout cuit a deux atmospheres 
n'accuse qu'une densite de 17. 

Nous pourrons constater en meme temps que le maximum 
de la teneur en sucre ne correspond pas au plus fort rendement 
en alcool. En effet, le mout prepar6 a 2 atmospheres fournit 
10,5 d'alcool, tandis que le moiit prepare a 4 atmospheres 
<lonne seulement 9,8. Sous la rubrique « Force diastasique » 
nous trouvons une explication de cette anomalie. 

Les grains cuits a 2 atmospheres et saccharifies ensuite 
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dans Ics memes conditions, accusent un pouvoir ferment de 4o; 
la force diastasique diminue avec Taugmentation de la pression 
et, a 4 atmospheres, on ne pent plus determiner dans le mout 
qu*un pouvoir ferment de i3. 

La cuisson du mout y fait nailre certaines substances qui 
affaiblissent le malt pendant la saccharification. La cuisson 
sous forte pression entraine done, comme consequence imme- 
diate, une fermentation incomplete. 

On ne connait pas exactement la nature des substances 
nuisibles et on ne pent pas non plus determiner quels sont 
les corps qui leur donnent naissance; neanmoins, la formation 
de substances entravant Taction diastasique, ne pent pas etrc 
mise en doute. II y a lieu de tenir compte de ce fait, surtout 
c[uand on se propose de travailler avec une quantite limiteo 
de malt. 

Le mode de travail le plus rationnel consiste a faire une 
mouture tres fine des grains ; a cuire cetle mouture pendant 
i> 1/2 a 2 heures avec de I'eau a i 1/2 ou 2 atmospheres, au 
maximum. 

Dans ces conditions, on aboutit a des moAts qui n'affaiblis- 
sent point le malt. Ce mode de travail offre encore le grand 
avantage de fournir une dreche beaucoup plus saine que 
celle qu'on obtient par la cuisson a haute pression. 

II est fort difficile de demontrer de fagon concluante I'in- 
lluence defavorable qu'exerce la cuisson a haute pression sur 
la qualile des dreches. L'analyse chimique nous fournit bien 
des donneessur la teneur des dreches en azote, en phosphates 
ct en matieres organiques, mais elle ne nous donne aucun 
renseignement sur leur valeur nutritive, et la valeur compara- 
tive des dreches ne pent etre delerminee que par des expe- 
riences sur les animaux. 

Des essais de ce genre devraient ^tre pratiques dans une 

station agricole ayant a sa disposition une distillerie. Nous no 

croyons pas que des experiences en ce sens aient ete ten tees, 

ct, en tout cas, nous ignorons les resultats qu'elles ont don- 

Effront. Les Enzymes. i4 
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nes. Toutcfois, notre conviction sur la valour comparative des 
di verses dr^ches, suivant les temperatures auxquelles on a 
effectuc la cuisson, resulte d'une enqu^tc que nous avons 
faile. Des renseignements que nous avons recueillis chez dif- 
ferents distillateurs et agriculteurs, il resulte que le betail se 
nourrit plus volon tiers de dr^ches obtenues par une cuisson 
des grains a faible pression. Ces dreches peuvent elrc absor- 
bees par lui en quantites plus grandes que les residus d'unc 
cuisson k haute pression. Ces mcmes dreches n*ont pas, comme 
celles preparees a haute pression, une action defavorable sur 
la quantite et la qualite du lait. 

L'influence de la cuisson sur la valeur nutritive des dreches 
pent etre surtout observee dans les villes possedant plusieurs 
distilleries. L'agriculteur qui achetedes dreches liquides finit 
toujours, apres des latonnements plus ou moins longs, par 
accorder la preference a une des distilleries, et cette preference 
est toujours en faveur de Tusine travaillanta faible pression. 

II nous parait probable que ce sont les memes substances 
qui influent defavorablement sur la saccharification qui em- 
p^chent la digestion des dreches obtenus par la cuisson a 
haute pression. 

Saccharification des matieres amylacees. — Par 
I'eflet de la cuisson les substances, qui dans les grains s'inter- 
posent entre les cellules amylacees, sont partiellement dis- 
soutes et les cellules d'amidon se trouvent extraites des tissus 
ou elles etaient incruslees. 

A I'interieur des cellules, les graines d'amidon, d'abord 
gonflees, se liquefient. Les cellules se remplissent alors d'ami- 
don liquide. Pour faire sortir cet amidon des cellules il est 
necessaire de recourir a une action mecanique qui dechire la 
membrane cellulosique tres resistante a Taction de la chaleur. 
Ce dechirement est necessaire parce que, si I'amidon liquide 
restait enferme dans les cellules, il ne subirait qu'une sac- 
charification incomplete. 
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Dans ce but on agite fortemcnt la masse cuite, on expulse 
le mout du maceraieur sous Taction d'une pression energique 
et on complete Taction par un broyage qui divise la masse 
et fait eclater les cellules les plus resistantes. Le mout ainsi 
prepare est convenablement refroidi, additionne de malt et 
abandonne a la saccharification. 

La determination de la temperature a laquelle doit se pra- 
tiquer la saccharification a ete faite a la fois par des prati- 
ciens et par des hommes de science. Toutefois, malgre tous 
les efforts tentes dans cette voie, la question est encore tres 
obscure par suite de la divergeance des opinions a son sujet. 

Pour bien comprendre les difficultes que Ton rencontre 
dans le choix de la temperature de saccharification, il faut, 
avant tout, bien avoir en vue les resultats multiples et divers 
qu*on veut obtenir par cette operation, k savoir : la liquefaction 
de Tamidon des grains crus et T utilisation rationnelle de 
Tamidon du malt. 

II faut enfin tenir compte de la presence des germes et 
des bacteries dans le malt ainsi que de Tacidite du milieu et 
de Talteration de la diastase. 

Theoriquement, par une action tres prolongee du malt sur 
Tamidon, on pent aboutir a une saccharification complete, 
mais, dans la pratique, il est absolument impossible d*ar- 
river a une transformation profonde et la saccharification, 
faite dans les meilleures conditions, ne fournit que 80 de 
maltose pour 100 d'amidon. 

L'hydratation de Tamidon se fait dans le travail de la dis- 
tillerie en deux phases diffe rentes : la saccharification pro- 
prement dite, puis la saccharification secondaire qui se pro- 
longe pendant toute la duree de la fermentation. 

De ces deux saccharifi cations, c'est la derniere qui est la 
plus difficile a regler et on admct generalement qu*on a tout 
interet a former le maximum de sucre dans la premiere 
phase de Thvdratation, afin de laisscr le moins possible de 
dextrines pour la saccharification secondaire. Pour cela, il 



212 LES ENZYMES 

faut se placer, pendant la saccharification principale, dans 
les conditions les plus favorables et adopter une temperature 
qui fournisse, dans le minimum de temps, le maximum d'effel. 
G'est dans la determination de cette temperature qu'on sc 
heurte aux premieres difficultes. La temperature optima des 
diastases est loin d'etre constante. Si Ton compare, en effet, 
les quantites de maltose forme pendant un meme laps de 
temps, avec une quantite determinee de malt, a difTerentes 
temperatures, on constate que le maximum de sucre forme 
a lieu pour des temperatures tres difTerentes suivant la duree 
de la saccharification. 

Ainsi, quand on saccharifie pendant i heure difTerents 
echantillons d'un meme empois avec la meme quantite de 
malt et en operant a des temperatures croissant de 3o° a 70", 
on trouve une temperature optima de 60** a 63**. 

Quand on repete le meme essai en prolongeant la duree 
de la saccharification pendant trois heures, la temperature 
optima se trouve deja reduite k 5o® et elle descend jusqu a 
3o°, si Ton fait durer la saccharification pendant 12 heures. 

11 en resulte que le choix des temperatures de sacchari- 
fication depend de la duree de celle-ci et que, plus la duree de 
Taction est prolongee, moins la temperature de sacchari- 
fication doit etre elevee. 

Dans la pratique, la duree de la saccharification est tres variee. 

Cette operation dure, suivant les usines, de 20 minutes 
h 2 heures. Sa duree est determinee par le genre de Tinstalk- 
tion et par les conditions generales du travail. 

Si Ton veut aboutir a une hydratation profonde de raml- 
don on a toutefois interet a choisir, lorsque la saccharifi- 
cation dure une demi-heure, une temperature de 62'*-63^, 
tandis qu*on doit descendre a la temperature de 57"-58°pour 
les saccharifications durant de i a 2 heures. 

Nous connaissons maintenant les conditions dans les- 
quelles il faut se placer pour aboutir, dans la saccharification 
principale, a une hydratation profonde. 
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Mais, en realile, la quantite de sucre forme pendant la 
premiere phase de la saccharification, influe fort peu sur le 
resultat final de Toperation. Un mout dextrine fournit autant 
d'alcool qu'un mout fortement saccharifie. De plus, la quantite 
de diastase indispensable pour la saccharification secondaire, 
n'est pas plus grande pour le mout dextrine que pour Ic mout 
con tenant deja une forte dose de sucre. 

Une tres longue scric d'experiences pratiquees dans cette 
Yoie, nous ont demon tre que Tintcnsite de la premiere saccha- 
rification importe peu, et que le resultat final depend surtout 
de la conservation plus ou moins complete de la diastase 
pendant la durce de la fermentation. 

Toutefois, la saccharification principale ne pent pas etre 
completement supprimee. Elle a une raison d'etre, surtout 
au point de vue de la liquefaction. C'est en effet cette pre- 
miere operation qui donne a la masse cuite la fluidite neces- 
saire. De plus, elle acheve d'attaquer les cellules qui ont 
echappe a Taction de la cuisson et elle liquefie les particules 
d'amidon qui adherent aux dreches. 

En elevant la temperature de la saccharification, en depas- 
sant 60°, on se trouve dans d'excellentes conditions au point 
de vue de la liquefaction. 

II nous faut maintenant nous occuper de I'alteration de la 
diastase sous Taction de la chaleur car la substance active 
devant servir a la saccharification secondaire doit, apres la 
saccharification principale, etre absolument inalteree. La 
temperature de saccharification doit done forcement 6tre 
inferieure a celle a laquelle la diastase commence a s'afTaiblir. 
Tous les auteurs qui s'occupent de la saccharification sonl 
completement d'accord sur ce point, mais leurs opinions setnt 
tres differentes, quand il s'agit de dire a quelle temperajture 
I'alteration commence. 

Pour les uns, la substance active du malt pent supporter 
des temperatures de 62" sans s'alterer. Pour les autres, le 
degre de resistance du malt a des temperatures elevees, depend 
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de la duree de Taction, ainsi que de la concentration et de la 
composition des moiits. 

D'apres quelques chimistes, une temperature de 6o**-62° 
amenerait dans les mouts dilues ime alteration prononcee 
de la diastase, tandis que, dans les moiits concentres, Tamy- 
lase resisterait beaucoup mieux. D'autres enfin, font, au 
point de Mie de la conservation de Tenzyme, une difference 
notable entre un mout dextrine et un mout saccharifie. 

On admet que la 'presence de grandes quant ites de 
maltose dans la solution protege la diastase contre Teffet 
desastreux des hautes temperatures et, se basant la-des- 
sus, on conseille de conduire la saccharification en 2 phases; 
pendant les 3o premieres minutes de Taction du malt on 
recommande de rester a une temperature de 58®-6o", puis 
de monter ensuite jusque vers 64**-67^. 

On cite, a Tappui de cette maniere de voir, de nom- 
breuses experiences qui, en realite, se pretent assez peu a des 
conclusions tres nettes. 

Les diverses determinations, faites par plusieurs chimistes 
avec des matieres premieres differentes, dans des conditions 
forcement varices et par des methodes diverses, nc j^euvent 
pas fournir de donnees scrieuscs pour resoudrc cetle cpiestion. 

La plus ou moins grande alteration de la diastase a diffe- 
rentes temperatures pent etre suivie a Taide d'une methode 
fort simple. 

On additionne un empois d'amidon d*une quantile de malt 
juste suffisante pourproduire, dans des conditions favorables, 
une saccharification profonde. On preleve, apres cette addi- 
tion, 2 echantillons ; Tun est abandonne pendant 1 2 heures a 
la temperature de 3o**, Taut re est maintenu d'abord pendant 
I heure a une temperature clevec, puis, pendant 1 1 heures, 
a3o«. 

Si, dans ces conditions, on constate une difference dans 
la teneur en maltose, celle-ci prouve T influence des hautes 
temperatures. 



a. 4 


9^6 


8.3 


IO,2 


2,2 


9^8 


9'i 


11,6 


2,2 


9.9 


9^5 


9»7 
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Voici 3 essais faits a des temperatures differentes : 

MALTOSE FORME ! 

APR^S I HEUHE APRE8 I 2 HEURES 

^ 12 heures k3o centigrades. . . . 
I I — a5o**c.etiiheuresa3ooc. 

-^ ^ 12 heures Si3o"c 

I I — k55"c.etiiheuresk3o°c. 

p ^ 12 heures kSo'^c 2,2 

( I — k590c.etiiheuresa3ooc. 

Le maltose, dans tous ces essais, a ete dose apres i heure 
et apres 12 heures de saccharification. 

Les mouts maintenus a 45", 5o°, 69** ont fourni, apres la 
premiere heure de saccharification, une quantite de sucre dc 
beaucoup superieure a celle fournie par Techantillon temoin 
laisse a 3o°. Apr^s une saccharification a 59" pendant i heure, 
on obtient 9,5 de maltose, au lieu de 2,2 qu'on obtient 
dans le meme laps de temps a 3o". 

Si la diastase n'avait pas ete alteree pendant la premiere 
heure de la saccharification a 59", on devrait obtenir a la fin 
des 1 1 heures suivantcs une quantite de sucre beaucoup plus 
grande que dans les essais temoins, puisque dans la premiere 
heure de la saccharification elle etait deja beaucoup plus 
avancee que dans les essais temoins. Mais tel n'a pas ete le 
cas. Apres 12 heures de saccharification, on a trouve dans 
fessai temoin 9,9 de maltose, tandis que dans I'essai ou la 
diastase avait ete portee pendant i heure a 69°, on n'a trouve 
que 9,7 de sucre. La temperature de 67" est done la limito 
a laquelle on pent porter f amylase pendant i heure sans 
produire d'alteration sensible. 

L'influence des hautes temperatures de saccharification 
peut ^tre egalement demontree par les experiences suivantes : 

Dans difl'erents essais, on a fait digerer, a differentes 
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temperatures, un litre d'empois contenant lo grammes 
d'amidon ct 5 centimetres cubes d'infusion de malt. 

ESSAI DUREE DE LA SACCHARIFICATION AMIDON SACCHARIFIE 

I 13 heures i So" 85 o/o 

a I heure k 45° et 1 1 heures a So*^ 97 

3 — 5oo — 96 

4 _ Gd'* — 68 



En repetant les memes experiences avec dcs mouts de 
difl'e rentes concentrations et contenant des proportions diffe- 
rentes dc dextrines ct dc maltose, nous avons pu nettemenl 
constater que la concentration et la teneur en maltose exer- 
cent une action protectrice sur la diastase, mais que cette 
action est en somme fort peu prononcee et qu'elle est tout a 
fait negligeable quand on depasse 58°. 

A des temperatures superieures a 58', et alors memo que 
les mouts sont fortement concentres, on aboutit a une forte 
destruction de la diastase. 

En travaillant, comme c'est le cas dans la plupart des dis- 
tilleries, avec un grand exces de malt, on ne s'apergoit pas 
du manque de diastase dans la fermentation secondaire, mais 
le r6sultat est tout autre lorsqu'on se place dans des condi- 
tions rationnelles de travail et qu*on cherche a reduire la 
quantite de malt au strict necessaire. 

Les partisans des hautes temperatures de saccharification 
apportent, a Tappui de leur maniere de voir, d'autres ar- 
guments. II faut, d*apres eux, s'arreter a la temperature 
de 60" et meme la depasser parce qu'autrement on n'arrive 
pas a utiliser convenablement I'amidon du malt et parce que 
seule une haute temperature pent affaiblir les germes de 
ferments toujours presents dans le malt. 

L'utilisation de Tamidon du malt presente reellement de 
grandes difficultes, car son attaque complete ne se fait qu'a 
la temperature de 70° : 
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A 65° on trouve encore 4 0/0 d'amidon non empese. 
600 — 80/0 — 

55° — 42 b/o — 

5oo — 73 0/0 — 



Dans le choix des temperatures de saccharification il faut 
evidemment tenir compte de ramidon du malt. 

En choisissant la temperature de 55**, on s'expose a perdre 
42 pour 100 de Tamidon contenu dans le malt, tandis qu*a 
la temperature de 60" la perte se trouve considerablemeut 
diminuee. A cette temperature, il reste seulement 8 pour 100 
de matieres amylacees non attaquees. En employant, dans 
le travail, de 12 a 16 pour 100 de malt on est force de choisir 
une haute temperature de saccharification, mais, en travaillant 
avec une quantite de malt tres reduite, on pent abaisser 
cette temperature, parce que la perte en amidon se reduit, 
dans ce cas, a son minimum. Du reste, les pertes en matieres 
amylacees qui peuvent se produire a la suite d'une mauvaise 
extraction de T amidon, ne sont jamais aussi prejudiciables au 
rcndement, que Talteration de la diastase sous I'influence de 
la temperature. II est done toujours preferable de renoncer a 
une extraction complete de T amidon et de s*appliquer a 
menager la diastase, d'autant plus que Tamidon non empese 
n*est pas completement perdu. 

L'amidon de malt, non dissous pendant la saccharification, 
sc dissout partiellement pendant la fermentation. II faut done 
eviter les hautes temperatures et operer la saccharification 
entre 55° et 6o^ 

Dans certains cas, et notamment lorsqu*on a affaire a des 
matieres premieres de qualite douteuse donnant des mo6ts 
acides accusant de o,25 a o,35 d'acide lactique pour 100, 
il est indispensable de diminuer encore la temperature de 
saccharification et de ne d^passer 55°, parce que, dans un 
milieu acide, la diastase devient plus sensible a Taction de 
la chaleur. 



2i8 LES ENZYMES 

Dans la pratique, malheureusement, on part de principes 
lout a fait opposes. Avec un malt moisi, de mauvaise qualite, 
on adopte des temperatures beaucoup plus elevees que dans 
le travail ordinaire, et cela, parce qu'on admet qu'en elevant 
la temperatue on tue les germes et Ics ferments qui influent 
sur la fermentation. 

Les resultats qu'on obtient par cette elevation de tempe- 
rature sont cependant peu satisfaisants, mais le distillateur 
s*en console en pensant que s'il n'avait pas adopte le travail 
a haute temperature, le resultat final eut encore ete plus 
mauvais. 

En realite, une elevation de temperature de quelques degres 
n*influe pas beaucoup sur la purete de la fermentation et 
ne tue nuUement les germes, mais elle detruit la diastase et 
cmp^che la fermentation. 

11 faut, quand on travaille avec des malieres de mauvaise 
qualite, recourir aux antiseptiques ou n*employer que des 
levures tres actives pouvant proteger le mout de Finvasion 
des ferments sans empecher la saccharification secondaire. 

Travail par infii8ion. — Comme nous venons de le 
voir, le clioix de la temperature de saccharification presente 
de grandes difficultes. 

L'empois forme pendant la cuisson doit ^Ire liquefie a une 
temperature superieure a 65°. 

L'amidon du malt, pour etre completement empese, 
demande une temperature de 70°, tandis que la diastase ne 
j)eut pas etre portee a la temperature de 60° sans subir une 
alteration sensible. 

Dans ces conditions, on se trouve toujours dans la neces- 
site de sacrifier, soit la substance active, soil l'amidon et 
la temperature de saccharification doit forcement varier 
suivant les conditions et suivant la qualite des matieres 
premieres. 

Pour operer rationnellement, il est indispensable de se- 
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parer les substances actives de raniidon du malt et do les 
traitor separ^ment a des temperatures differentes. 

En laissant le malt en contact avec de Teau dans des con- 
ditions convenables, la diastase entre en solution, se separe 
de I'amidon et pent servir dans la suite pour la sacchari- 
fication. 

Quant aux dreches elles sont encore impregnees de subs- 
tances actives en quantite sufBsante pour produire la lique- 
faction. 

Le travail, dans ces conditions, ne laisse plus rien a 
desirer. 

Les mouts cuits sous pression sont liquefies a la tempe- 
ture de 70^* avec les dreches de malt et refroidis ensuite a 
45°-5o**. A ce moment, on ajoute la solution de substance 
active ; on maintient le melange pendant quelques minutes a 
45°-5o"; on refroidit a la temperature de fermentation, on 
ajoute la levure et on laisse fermenter. 

Ce mode de travail doit forcement donner de bons resul- 
tats, mais a la condition que Tex traction de la diastase soil 
la plus complete possible. 

Voyons maiptenant comment il faut s'y prendre pour 
extraire ratiotinellement la diastase du malt. 

On admet a tort que I'amylase du malt se dissout facile- 
ment dans Teau. En realite, I'extraction est difficile; elle 
depend de la temperature de I'eau et du broyage plus on 
moins energique du malt. 

On pent s'en convaincre par les deux experiences sui- 
vantcs : on fait deux melanges de malt et d'eau et on les sou- 
met a une temperature de 3o^. L'ecliantillon A est laisse an 
repos, tandis que I'echantillon B est constammenl agite. De 
temps en temps, on prelevc quelques centimetres cubes de 
chaque liquide et on en determine le pouvoir diastasique, ce qui 
pemiet de suivre la marclic de la dissolution de la diastase. 



20 


LES ENZY 


MES 








POUVOIR 

APREsShEUHES 17 BEURbS 


DIASTASIQUE 




ESSAIS 
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La quantite de matiere active dissoute dans 1' infusion 
augmente d'abord avcc la duree, atteint un maximum, puis 
decroit. 

Dans le liquide A, c*est apres ^7 heures que le pouvoir 
diastasique atteint son maximum. L'agitation rend I'extrac- 
lion plus rapide dans le liquide B ou le pouvoir diastasique 
atteint son maximum au bout de 17 heures. 

Les nombreux cssais faits avec differents malts nous ont 
montre que ce maximum est atteint d*autant plus rapidement 
que la temperature de Tinfusion est plus elevee. Nos obser- 
vations sont resumees dans le tableau suivant : 



Une infusion prepar6e a 45° acquiert son maximum de diastase dissoute 

apres 7 ou 8 heures. 

— — deSSaSgo — — 3 heures. 

— — 60 a 65*' — — 1/2 heure. 



Le temps necessaire a une bonne extraction depend done 
de la temperature. II y a en outre un moment critique auquel 
il faut faire attention, vu qu'a partir de ce moment la dias- 
tase commence a disparaitre. 

La quantite maxima de substance active qui pent se dis- 
soudre dans Tinfusion au moment critique n'est nuUement 
constante. EUe varie considerablement pour le meme malt 
suivant la temperature, ainsi qu*on pent le voir dans le tableau 
suivant : 
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» 


65 




36 




30 » 
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» 



G'est a la temperature de 3o® qu'on obtient Ics solutions 
les plus actives ; de 45° a 55** la quantite de diastase qu*on 
peut extraire reste a peu pres la meme, tandis qu'a 65° la 
destruction des malieres actives se fait au fur et a mesuro 
cju'elles entrent en solution, et au moment critique, on 
obtient une infusion deja fortement attenuee. 

La preparation d'une infusion a froid pendant 17 lieures 
presente certaines difficultes dans la pratique. 

Pour utiliser convenablement le malt, il est bon d*en 
effectuer la dissolution a 55** pendant 3 heures. 

Le travail par infusion est surtout indique dans le cas des 
malts de mais. Ges malts donnent generalement de 8 a 20 
^^rains non germes pour 100 et Icur richesse en diastase est 
de 3 a 5 fois moindre que celle du malt d'orge. Pour utilisei* 
ce malt, on est force d*en employer de fortes quantites et la 
pertc en amidon est d*aulant plus grande que Tamidon du 
mais est beaucoup plus diilicilement attaquable par I'enzymc 
(jue I'amidon d'orge. 

Une infusion de ce malt doit se faire de la maniere sui- 
vante: on reduit le malt en.poudre; on le dilue dans 4-5 
volumes d'eau a la temperature de 55°. On I'introduit alors 
dans un vase conique et on Tagite pendant la premiere heure, 
puis, on le laisse reposer pendant une heure ou une heure et 
(lemie. Le depot se fait tres facilement et on peut soutirer 
le liquide sans entrainer les drcches. 
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On peut aussi se sendr, dans le meme but, d'un filtre- 
presse. L'infiision de mais malte fournit des liquides qui 
filtrent facilemenl. L'infusion de malt d'orge se fait, dans 
la plupart des usines, avec du malt ecrase et a la temperature 
de 10°- 1 5®. On la prepare dans des appareils munis d'un 
broyeur. Le malt est broye pendant un quart d'heure ou une 
demi-heure puis mis dans Teau oil on le laisse une ou deux 
heures, apres quoi, on decante le liquide qui sert pour la sac- 
charification. Les dreches sont employees pour la liquefac- 
tion. 

La richesse en substances actives d'une infusion preparee 
d'apres cette methode est tres variable. EUe depend plus de 
la nature speciale du malt que de sa richesse en amylase. La 
quantite de diastase qu'on extrait est comprise entre 10 
ct 5o pour 100 de la substance active contenue dans le malt. 
Ce mode de preparation de T infusion de malt est fort peu 
rationnel. 

On aboutit a des resultats beaucoup plus satisfaisants en 
preparant T infusion a une temperature de 45°-5o° et en 
laissant durer Taction pendant 2 ou 3 heures. 

Par cette methode, on obtient en solution dc 70 a 80 
pour 100 des substances actives con tenues dans le malt. 

Le travail par infusion est encore peu repandu dans la 
pratique, mais c'est indiscutablement celui de Tavenir. 

II serait a desirer que les constructeurs creassent un 
outillage convenable qui permit, dans le travail de Torge, 
de separer les dr6ches de Tinfusion, parce que c'est dans 
cette operation que reside aujourd'hui la principale diffi- 
culte. 

Sur r alteration que subissent les diastases pen- 
dant les phases successives du travail. — De I'etude 
que nous venons de faire sur les conditions de Taction de 
Tamylase, il resulte qu'une partie des substances actives 
du malt sont detruites pendant la saccharification et que la 



BOLE DE L'AAfYLASE DANS LA DISTILLERIE aa3 

resistance plus ou moins grande de la diastase a des tempera- 
tures de 6o°-62° depend du degre d'acidite du milieu. 

L'acidite des mouts n'est pas la seule cause qui amfene 
I'alteration de la diastase, alteration qui se produit encore par 
Taction d'autres facteurs dont il faut tenir compte et qui ne 
sont pas toujours aises a determiner. 

Deux malts possedant le m^me pouvoir saccharifiant, em- 
ployes a la m^me dose et produisant dans des mouts identiques 
la meme quantite de sucre peuvent cependant fournir des in- 
fusions con tenant des quantites differentes de diastase. 

A c6t6 de la richesse en mati^res actives, il faut encore 
prendre, pour apprecier la valeur d'un malt, d'autres facteurs 
en consideration. 

L*origine des differences de resistance reside peut-etre dans 
le degre d'acidite naturelle des grains, peut-etre aussi dans la 
qualite de I'acide ou dans la nature des autres substances 
etrangeres contenues dans le malt. 

Nous avons fait toute une serie d*essais en vue de trouver 
la cause des differences de resistance des malts et nous pouvons 
fournir h ce sujet quelques indications, malheureusement fort 
incompletes. 

La resistance des malts depend de la temperature a laquelle 
on conduit la germination. C'est ainsi qu'en maltant 2 par- 
ties d'un m^me orge a differentes temperatures, Tune pendant 
8 jours a 19^-22°, Tautre pendant 9 jours a i2°-i5°, nous 
ayons obtenu des malts resistant differemment h la tempera- 
ture de 60°. L'orge'malte, conduit a froid et pendant 9 jours, 
s'est mieux comporte que I'orge malte a de plus hautes tempe- 
ratures. D' autre part, nous avons constate quel' orge, donnant 
de 7 a 10 pour 100 de grains non germesapres le maltage, pos- 
sede non seulement un pouvoir saccharifiant moindre que 
I'orge completement germe, mais possede aussi une resis- 
tance completement diffe rente vis-a-vis des reactions du 
milieu. C'est Torge incompletement germe qui offre la resis- 
tance la plus faible. 
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La richesse des moAts en substances actives apres la 
saccharification principale, depend par consequent de la 
quantite de diastase qui se trouve dans le malt, de la tem- 
perature de saccharification et, enfin, du degre de resistance 
de la diastase. 

La perte de substances actives se produisant pendant la 
saccharification a des temperatures elevees pent, dans do 
bonnes conditions, 6tre limitee a 20 pour 100, mais, genera- 
lement, cctte limite est depassee et on arrive a une destruc- 
tion de 3o a 4o pour 100. 

La saccharification secondaire se fait avec la diastase echap- 
pee a la destruction pendant la premiere phase de Toperation. 
Cette saccharification est tres lente et doit se prolonger an 
moins 3 jours. 

La diastase se conserve generalement beaucoup mieux dans 
des mouts en fermentation que dans des mouts sucres, tan- 
dis que la force diastasique d'un mout sucre s'affaiblit con- 
siderablement, m6me en presence d'antiseptiques. 

Le pouvoir diastasique d'un mout, qui a fermente dans do 
bonnes conditions, reste a peu pros stationnaire pendant plus 
de 70 heures. 

La bonne marche dc la fermentation depend principalc- 
ment de la conservation de la diastase. Cette conservation peut 
seulement se faire dans des mouts exempts de ferments etran- 
gers et c'est pour cette raison que Temploi d'antiseptiques 
s'imposc en distillerie. On se trouve, en effet, dans Timpossi- 
bilite absoluc d'eviter Tinfection par d'autres moyens. 

Controle du travail dans la distillerie. — La marche 
reguliere d'une fermentation depend dc divers factcurs et, en 
dehors des questions qui ont trait a la cuisson et a la tem- 
perature de la fermentation qu*il est toujours facile de con- 
tr61er, il faut tenir compte de la qualite du malt employe, dc 
la nature des levurcs ainsi que du degr6 d'infection du mout 
par les ferments etrangers. 
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Chacun de ces trois facteurs donne lieu a un problfeme d*au- 
lant plus complique que Taction de Tun influe sur Taction 
do Taulre. Aussi, est-il souvent bien dilEcile, quand on se 
Irouve en presence d'un trouble dans le travail, d*en connaitre 
la cause et d'en specifier Torigine. 

Une mauvaise fermentation coincide ordinairement avec 
une infection par des ferments etrangers, mais celle-ci n'est 
pas toujours la cause premiere du trouble observe ; au con- 
traire, elle n'est, le plus souvent, que la consequence, soit 
d'un manque de diastase, soit de la faiblesse de la levure. 
Aussi, le manque de matieres actives, que Ton constate par- 
fois dans un mout en fermentation, ne doit pas toujours 
^tre attribue a la mauvaise qualite du malt: la destruction 
des matieres actives pent avoir ete occasionnee par Tenvahis- 
sement des ferments. De m^me, si Ton constate, dans une 
mauvaise fermentation, une degenerescence ou un affaiblisse- 
ment de la levure, on ne doit pas considerer celle-ci comme 
la cause directe du trouble: le manque de diastase, avec 
toutes ses consequences nuisibles pent avoir provoque cet etat 
<le la levure. 

Pour remonter a Torigine, pour discerner la cause reelle 
<lu trouble constate, il est absolument indispensable de 
suivre la marclie de TafTaiblissement de la substance active 
dans toutes les pbases du travail. 

Une determination quantitative de la diastase contenue 
dans le malt donne une idee de la quantite de grains ger- 
mes necessaire pour un travail normal. En determinant 
ensuite la riclicsse en matieres actives des mouts sucres pro- 
duits avec le malt analyse, on pent constater le degre d'alte- 
ration produit pendant la saccharilication et on est en me- 
sure de juger si la quantite d'amylase restant suffit pour la 
saccharification secondaire. L'analyse de la substance active 
du mout, a differents moments de la fermentation, fournit enfin 
des donnees sur TafTaiblissement de la diastase ; elle permet 
d*apprecier le moment ou le travail commence a diminuer 
Effromt. Les Enzymes. i5 
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(I'intensite et dc reconnaitre nettoment la cause dc cette dimi- 
nution. Unc degradation sensible des matieres actives dans la 
premiere periodc de la fermentation indique une marche ir- 
reguliere. 

La cause du phenomene tient la plupart du temps a Ta- 
cidite initiale du mout et il est a recommander, dans de telles 
conditions, de choisir une temperature de saccharification tr^s 
inferieure a 60". 

L'affaiblissement de la diastase pendant la fermentation peut 
etre provoquee par d'autres causes. Elle peut tenir a la qua- 
lite des grains et, dans ce cas, il faut eviter de fortes pres- 
sions pendant la cuisson, parce que c'est pendant celle-ci que 
se forment surtout les substances affaiblissant la diastase. 

Pendant la fermentation secondaire, il faut suivre la degra- 
dation de la diastase parallelement avec Tacidite, car une 
augmentation sensible d'acidite est toujours suivie de la 
disparition d'une partie de la diastase. 

L'affaiblissement de la diastase peut etre evitee, dans ce cas, 
par une addition d'antiseptiques, mais on constate quelquefois 
un resultat tout a fait contraire : la diastase s'affaiblit d'abord 
ot Tacidification se produit seulement de 6 a 10 heures plus 
tard. 

L'apparition, dans les moAts, de ferments etrangers a lieu 
a la suite de l'affaiblissement de la diastase. Dans ce cas. 
I'addition de nouvelles quantites d'infusion dans le moAt en 
fermentation peut prevenir I'acidite et maintenir le rendement 
en alcool. 

Enfin, si Ton constate une fermentation incomplete en pre- 
sence de mouts peu acides et riches en diastase, on peut en 
attribuer la cause aux levures. 

Ce cas se presente souvent quand on travaille avec des an- 
liseptiques qui laissent intacte la diastase, mais qui agissent 
tres defavorablement sur certaines races de levures. 

Comme on le voit, 1' analyse de la substance active du 
malt et des mouts peut rendre un tres grand service aux dis- 
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tillateurs. Dans le chapitre suivant, on trouvera les methodes 
a suivre pour proceder a ces sortes d' analyses. 
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CHAPITRE XVI 

ANALYSE DU MALT 

Analyse des substances actives du malt et des mouts d apres les metho- 
-des d'EITront. — Determination des pouvoirs saccharifiant et liquefiant. 
— Determination des substances actives dans les mouts sucres et fermen- 
tt6s. 

Les methodes generalement employees pour T analyse du 
malt ne tiennent compte que du pouvoir saccharifiant et ne- 
gligent completement le pouvoir liquefiant ainsi que la resis- 
tance des matieres actives. Or, nos recherches nous ont montre 
qu'il est indispensable de tenir compte de ces deux facteurs. 
Le pouvoir saccharifiant d'un malt subit, en effet, 1' influence 
des substances etrang^res contenues dans les grains. L'in- 
tensite du pouvoir saccharifiant d'un malt ne permet done pas 
de juger exactement de la quantite d'amylase qu'il contient. 
L'effet qu'on obtient dans une saccharification par la diastase 
est souvent le resultat des actions combin&s de la substance 
active et des substances excitantes qu'il contient. 

L'experience suivante pent donner une idee tr^s nette de 
I'influcnce des matiferes extractives du grain sur le pouvoir 
saccharifiant : 

On prepare une infusion avec une partie de malt et 
■douze parties d'eau et, en meme temps, une infusion d'orge 
non malte avec une partie de grains et quatre parties d'eau. 
Ces deux infusions sont filtrees ; de chacune on preleve un 
nombre determine de centimetres cubes qu*on introduit dans 
un empois d'amidon. On saccharifie pendant une heure a 5o°. 
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La quantite de maltose obtenu dans ces conditions permet 
de comparer la valeur diastasiquc des deux infusions. 

Dans une seconde serie d'essais, on ajoute k Tempois, ea 
m^me temps que Tinfusion de malt et celle d'orge fraiche^ 
une quantite determinee d'infusion prealablement bouillie. 

La saccharification se fait a la meme temperature dans tous. 
les essais. 
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6 centimetres cubes de Tinfusion d'orge non bouillie 
donnent dans Tempois o,85 de maltose (Essai n® 3). La meme 
cpiantite d'infusion, prealablement bouillie, employee sans, 
infusion fraiche, reste absolument sans action sur Tempois 
(Essai n® 4). Mais ce liquide, inactif par lui-meme, influe a 
un haut degre sur la saccbarification, s'il se trouve en pre- 
sence de diastase active. Ainsi, un centimetre cube d'infusion 
d'orge donne 0,87 de maltose et cette meme quantite d'infu- 
sion fournit 0,72 de maltose quand elle est additionnee de 
2 centimetres cubes d'infusion bouillie. 

Le meme fait se constate avec une infusion de malt 
portee a 100° ; o,5 centimetres cubes de cette infusion four- 
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nissent 0,07 de maltose et la menie quantite d' infusion donne 
0,090 de maltose, quand la saccharification se fait en presence 
d'un centimetre cube d' infusion bouillie. 

On voit done que les matieres extractives des grains crus 
ont une action considerable sur Tamylase du malt et qu'en 
Icur presence la saccharification peut produire dix fois plus 
de Sucre que par la seule action du ferment. 

Des essais analogues avec des orges de differentes prove- 
nances nous ont montre qu'il n'existe pas de rapport cons- 
tant entre le pouvoir saccharifiant reel et le pouvoir excitant 
latent des grains crus. II s'ensuit que les substances actives 
des grains de differentes provenances influent tres differem- 
ment sur le pouvoir saccharifiant. 

On pourrait admettre qu'au point de vue de Tappreciation 
d'un malt, il est indifferent que le pouvoir saccharifiant 
provienne de Tamylase ou d'une autre substance, mais, en 
realite, il nc faut pas confondre I'amylase avec les substances 
activant la saccharification ; le mode d'action de ces dernieres 
est tout different de celui de la diastase. 

Les substances excitant ou activant Thydratation n'aug- 
mentent pas toujours la quantite de sucre forme et leur 
influence sur le mout de distillerie est absolument nulle. 
Dans la pratique, et c'est Ik le point important pour nous, 
c'est I'amylase seule qui entre en jeu. 

Cela tient a ce que les substances excitantes agissent seule- 
ment dans le mout contenant peu de maltose et a ce que 
I'effet qu*clles produisent devient de plus en plus faible, au 
fur et a mesure que la saccharification avance. Dans les 
mouts de distillerie et de brasserie on se trouve toujours en 
presence d'une forte proportion de maltose et I'effet des 
substances excitantes est presque nul. 

La determination de I'amylase du malt basee uniquement 
sur le pouvoir saccharifiant donnera, par consequent, des 
resultats toujours incertains. 

Pour arriver k des resultats plus siirs nous avons cherche 
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une methode peimettant de mesurer quantitalivement le pou- 
voir liquefiant. Le pouvoir liquefiant du malt, en effet, n'cst 
pas influence par les substances etrangeres. C'est pour cette 
raison que nous exprimons la valeur d'un malt par ses deux 
pouvoirs : le pouvoir saccharifiant et le pouvoir liquefiant. 

Dans le chapitre precedent, nous avons vu que les malts 
difTerent beaucoup par leur resistance a 60°. Cette circonstance 
nous force, dans I'analyse, a tenir compte du degre de resis- 
tance de Famylase. Ces facteurs deviennent surtout impor- 
tants pour les malts destines k la distillerie. 

Unmalt riche en matieres actives, mais peu resistant a haute 
temperature, donne, dans la distillerie, un resultat moindre 
qu'un malt moins riche en amylase mais supportant sans 
alteration une haute temperature de saccharification. 

Pour tenir compte de la plus ou moins grandc resistance 
du malt a haute temperature, nous maintenons le malt pen- 
dant une lieure a 60° et nous determinons le pouvoir saccha- 
rifiant dans les moAts ou la diastase a di]k ete affaiblie. 

Nous avons ainsi etabli une methode d*analyse qui, 
croyons-nous, repond aux besoins de la pratique. Cette 
analyse se fait en trois phases : 
1° Preparation d'une infusion ; 

2° Determination du pouvoir saccharifiant ; 

3** Determination du pouvoir liquefiant. 

Preparation de V infusion. — Pour preparer I'infusion, 
on pese 6 grammes de malt ecrase, on les met dans un bal- 
lon contenant 100 centimJxtres cubes d*eau k 60° ; on introduit 
le ballon dans un bain-marie qu'on maintient pendant une 
heure a la temperature de 60". Pendant la saccharification, 
on remue de temps a autre le ballon; la saccharification finie, 
on .refroidit a 3o" et on filtre ; 5o centimetres cubes du liquide 
filtre sont ensuitc additionnes de 5o centimetres cubes d'eau 
distillee et c*est avec cette infusion diluee qu'on determine le 
pouvoir saccharifiant. Pour la determination du pouvoir 
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-liquefiant, on se sert de ce qui reste de rinfusion non 
diluee. 



Determination du pouvoir saccbariHanL — Le pou- 
voir saccliarifiant se determine a Taide d'une solution de 
fecule type. 

On fait dissoudre 2 grammes de fecule dans de Teau el 
on amene la solution a 100 centimetres cubes. A 100 cen- 
timetres cubes de cette solution a 2 pour 100, on ajoute 
55 centimetres cubes d'eau distillee et 5 centimetres cubes 
d*infusion de malt dilue de la fagon que nous avons indiquee 
plus haut. Le tout est alors place dans un bain-marie a 60" 
pendant une heure. 

Apres saccharification, on refroidit tres rapidement et on 
determine immediatement la teneur en sucre. 

Pbur la determination du maltose dans le liquide sucre^ 
on se sert de 2 centimetres cubes de solution de tartrate 
cupro-potassique, qui correspondent a 0,01498 grammes de 
maltose. Les 2 centimetres cubes de solution cupro-potassique 
sont mis dans un tube a reaction dans lequel on ajoute 
3 centimetres cubes d'eau et quelques fragments de pierre 
ponce. Le nombre de centimetres cubes de solution sucree 
necessaires pour la reduction du sel de cuivre varie, suivanl 
les malts, entre 3 et 20; des experiences comparatives nous 
ont demontre que dans le cas ou 3 a 5 centimetres cubes de la 
solution saccharifiec reduisent 2 centimetres cubes de solution 
de tartrate cupro-potassique dans, les conditions indiquees, 
on pent considerer le malt comme ay ant un pouvoir sac- 
charifiant maximum ; 6 a 8 centimetres cubes correspondent 
a un bon malt, 9 a 1 2 a un malt de valeur moyenne ; si la 
cpiantite de solution saccharifiec necessaire pour la reduction 
s'eleve de i4 a 20 centimetres cubes, on pent considerer le 
malt comme mauvais. 

La petite quantite de maltose que Ton introduit avec Tin- 
fusion n*a pas grande influence sur les resultats qui, du 
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reste, ne servent pas de base a I'analyse, mais plutot do 
donnee auxiliaire a Tappr^ciation. 

La fecule type que nous employons pour la determination 
du pouvoir saccharifiant est preparee de la maniere sui- 
vante : on laisse tremper a la temperature de 4o^ de la fecule 
de pommes de terre dans une solution d'acide chlorhydrique 
a 7 pour loo et on remue le licpiide toutes les 6 heures. 

Apres trois jours on decante Tacide, on lave la fecule a 
Teau jusqu'a reaction neutre et on desscche a la temperature 
ordinaire. 

Le produit obtenu contient de 17 1/2 a 18 pour 100 
d'humidite et se dissout completement dans Teau cliaude. 

En soumettant a cette operation diflerentes fecules de 
pommes de terre de m^me provenance, on aboutit constam- 
ment au meme produit, mais le resultat differe beaucoup 
quand on opere avec des fecules de differentes provenances ; 
la diastase se montre plus active, datis ce cas, pour un echan- 
tillon que pour I'autre. 

II est indispensable que la fecule, avant d'etre employee 
pour Tanalyse, soit prealablement essayee avec un malt dont 
on connait deja la valeur saccharifiante. Si Ton retrouve la 
meme valeur avec la fecule a essayer, on considere celle-ci 
comme fecule type. Dans le cas contraire, il faut, par tAton- 
nements, arriver a determiner le poids de la nouvelle fecule 
qu*il faut prendre pour remplacer les 2 grammes de fecule 

type- 

Soit, par exemple, unmalt quipossede, avec la fecule type^ 
un pouvoir saccharifiant de 4,5 et supposons que le memo 
malt, avec une autre fecule, ait un pouvoir saccharifiant de 
4,1. II s'agit de determiner quelle quantite de la nouvelle 
fecule il faut prendre pour arriver au memo resultat qu'avec 
2 grammes de la fecule type. A cette fin on prepare des solu- 
tions contenant, au lieu de 2 grammes pour 100 de fecule : 
1,9, 1,8, 1,7 grammes pour 100, et on essaie, dans ces 
solutions, le pouvoir saccharifiant du malt. Si Ton constate 
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que dans la solution con tenant 1,7 de fecule le pouvoir 
saccharifiant est de 4 1/2, on employera constamment 1,7 de 
la nouvelle fecule au lieu de 2 grammes et, dans ces conditions 
seulement, elle pourra remplacer la fecule type. 

On doit toujours se servir d'une solution fraiche de fecule, 
car nous avons remarque que cette solution, quoiqu'elle 
se conserve assez bien, se comporte differemment avec le 
meme malt, suivant qu'elle est fraiche ou preparee depuis 
un certain temps. 

Cette particularite est d'autant plus etonnante qu'on no 
constate pas de difference d'acidite dans les deux solutions 
d*amidon. 

Determination du pouvoir lique/iant. — On pese 
4o grammes d*amidon de riz type; on les delaie avec un 
pen d'eau dans une capsule; on introduit le melange dans 
un ballon jauge de too centimetres cubes; on rince la cap- 
sule avec une nouvelle quantite d'eau qu'on deverse dans le 
ballon et on amene le volume a 100 centimetres cubes. Du 
melange d'amidon et d'eau fortement agite, on preleve avec 
une pipette 8 echantillons de 5 centimetres cubes que Ton 
introduit dans des tubes a reaction numerotes et d'une con- 
tenance de 10 centimetres cubes; on ajoute au contenu de 
chaque tube une quantite determinee d' infusion de malt pre- 
paree de la maniere que nous avons indiquee plus haut. Pour 
chacun des tubes numerotes, con tenant 2 grammes d'amidon 
et d'infusion, on apprete un second tube plus grand ayant 
19 millimetres de diametre, 19 centimetres de hauteur et 
egalement numerote. Dans chacun des grands tubes on 
introduit i4 centimetres cubes d'eau distillee et on les place 
dans un bain-marie a 80°; on les prend ensuite I'un apres 
I'autre pour les porter rapidement a rebullition et on verse 
dans le liquide bouillant le contenu du tube portant le meme 
numero, contenu qui consiste en lait d'amidon additionne 
d'infusion. On rcmue rapidement avec une baguette de verre, 
on rince le tube ayant contenu I'amidon avec un centimetre 
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cube d'eau et on Tajoute au contenu du grand tube. On 
remue encore une fois avec la baguette, on marque exactement 
rheure et on laisse au bain-marie regie a 80° pendant 10 
minutes. On les sort Tun apres Tautre, on remue encore une 
fois le contenu avec une baguette de verre et on les plonge 
dans un bain-marie regie a 100® ou ils restent exactement 
10 minutes. Apres cette operation tons les tubes sont rapi- 
dement refroidis. Un thermometre mis dans Tun d'eux in- 
dique le moment ou la temperature atteint 1 5° et c'est a ce 
moment qu'on constate le degre de liquefaction. Les tubes, 
amenes a i5° sont renverses. Fun apres Tautre. Si le con- 
tenu du tube s'ecoule instantanement et sans difficulte, 
on considere Techantillon comme liquefie; un tube qui se 
vide completement, mais dont le contenu presente encore 
la consistance d'un sirop epais indique une liquefaction aux 
trois quarts ; un tube qui ne se vide pas completement, 
indique une liquefaction partielle. 

Si le tube dont le contenu est completement liquide, a regu 
2 centimetres cubes, par exemple, de I' infusion non diluee, 
on exprime le pouvoir liquefiant par 2 . 

Des essais comparatifs avec differents malts ont demontrc 
qu*un pouvoir liquefiant de i , 5 a 2 indique un malt d^excel- 
lente qualite. Un pouvoir liquefiant de 2,5 a 3 correspond 
encore a un malt de bonne qualite, tandis qu*un pouvoir 
liquefiant de 3,5 a 4 indique un malt de qualite douteuse 
et dont la valeur dependra du pouvoir saccharifiant. Un 
malt avec un pouvoir liquefiant de 4 et un pouvoir saccha- 
rifiant de 4 a 5 donne encore dans la distillerie un travail 
passable, tandis qu'un malt ayant le meme pouvoir lique- 
fiant que le precedent et un pouvoir saccharifiant de 7 i 9 
•doit etre considere comme etant de mauvaise qualite. La 
difference entre les valeurs saccharifiante et liquefiante se 
constate surtout dans le malt sec. Par Ic touraillage le pou- 
voir saccharifiant est considerablement affaibli, tandis que le 
pouvoir liquefiant est beaucoup moins altere. Dans le malt 
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sec un pouvoir liquefiant de 2 a 3 n'indique pas necessairo- 
ment un excellent produit : tout depend du pouvoir saccha- 
rifiant. Avec un pouvoir saccharifiant moyen le malt peut 
avoir une grande valeur, mais avec un pouvoir saccharifiant 
de 12, le malt, alors meme qii'il aurait un grand pouvoir 
liquefiant, ne peut pas servir pour un travail de distillerie. 

Pour la determination du pouvoir liquefiant, on se sert 
d'amidon de riz choisi avec grand soin. Les amidons de riz 
de diverses provenances se comportent differemment avec la 
diastase a 80°; aussi, peut-on classer les amidons de riz en 
deux categories. Dans la premiere, on range les produits qui, 
au moment de la liquefaction, deviennent compl^tement inco- 
lores et transparents ; dans la seconde, ceux qui conservent 
une teinte blanchAtre et donnent une liquefaction opaque. Les 
premiers se liquefient beaucoup plus difficilement que les 
seconds et le pouvoir liquefiant d'une infusion peut varier 
beaucoup suivant que Ton fait usage de Tun ou de Tautre 
type d*amidon. 

Au debut de nos recherches nous avons opere avec un 
amidon du second type ; nous I'avons abandonne par la suite, 
parce que nous avons constate que les amidons qui donnent 
une liquefaction transparente sont preferables parce que le 
moment de la liquefaction est plus facile a saisir. 

Si on veut obtenir des resultats surs, ilfaut, pour Tanalyse, 
employer toujours le meme amidon. 

Comme amidon type, nous employons Tamidon de 
Hoffmann et, chaque fois que nous changeons d'amidon, nous 
verifions le nouveau avec Techantillon type. La verification 
se fait avec Tinfusion du malt. Deux grammes de Tamidon 
type et 2 grammes de I'amidon a essayer sont liquefies avec 
la m^me quantite d'infusion a la temperature de 80" pendant 
dix minutes. Si le nombre de centimetres cubes d'infu- 
sion necessaire pour liquefier compl^tement Tamidon type 
et Tamidon mis a Tessai sont les memes, on peut considerer 
les deux amidons comme identiqucs. Dans le cas contraire 
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on augmente ou on diminue la quantite d'amidon mis a 
Tessai, de fagon a obtenir la liquefaction avec la m^me quan- 
tite d'infusion. 

S'il arrive, par exemple, que pour la liquefaction de 
2 grammes d'amidon type il faille 2*^*^,5 d'une infusion de 
malt et que pour la liquefaction de la meme quantite de 
Tamidon a essayer il faille 3 centimetres cubes de la meme 
infusion, il faudrait peser I*^9, i*^'',8, i*%7 de Tamidon a 
essayer et voir quelle est celle de ces doses qui se liquefie 
avec 2^*^,5 d'infusion. Si la liquefaction complete estproduite 
par I^^9, on en conclut qu'au lieu de 2 grammes d'amidon 
type il faut prendre seulement i^Sg de I'amidon mis a 
I'essai. 

line autre methode pour transformer un amidon quel- 
conque en amidon type, consiste a I'acidifier ou a I'alcaliniser. 

Cette methode, preferable a I'autre, a pour base 1' obser- 
vation suivante : 

L'amidon type est faiblement alcalin, et si Ton amene 
I'amidon de riz a essayer au meme degre d'alcalinite, on 
lui fait acquerir toutes les proprietes de I'amidon type. 

Le pouvoir liquefiant est si sensible a I'alcalinite du liquide 
que la quantite dc sonde a aj outer ne pent pas etre d^ter- 
minee par un seul dosage alcalimetrique. Si la diffi^rence d'al- 
calinite des deux amidons correspond a 2 centimetres cubes 
de solution decinormale de soude, on ne pent ajouter, pour 
5o grammes d'amidon, que la moitie de la solution alcaline ; 
pour le reste on va en tatonnant, par dixieme de centimetre 
cube jusqu'a ce que les deux laits d'amidon se liqu^fient avec 
la meme quantite d'infusion de malt. 

La fecule type ainsi que I'amidon type (i) se conservent sans 



(i) L'amidon type ainsi que la fecule type dont nous nous servons 
sont en vente chez Drosten, rue du Marais, Bruxelles et chez H. Koenig, 
fabricant de produits chimiques, Leipzig. 
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alteration dans des flacons bouches a I'emeri et on peut les 
employer pour Tanalyse au moins pendant 2 ans. 

Nous avons aussi observe que le malt sec, conserve de la 
m^me maniere, garde pendant des ^nnees entieres ses pou- 
voirs saccharifiant et liquefiant. 

Ci-aprfe, nous donnons deux analyses dc malt faites d'apres 
la methode indiquee plus haut. 

Malt A, — Orge de Russie, trempage 2 jours et demi 
avec aeration, maltage dans les tambours tournants ; 

Temperature minima 18°, maxima 21® ; 

Dur6e de la germination, 4 jours ; 

Humidite [\S,o^. 

Aspect general et odeur normaux. 



3 grains non germes. 
34 — dont la plumule etait moins longue que 

le grain. 
3o — ayant une plumule de la longueur du 

grain. 
21 — ayant une plumule une fois et demie 

plus longue que le grain. 
12 — ayant une plumule deux et plus plus 

longue que le grain. 



100 grams 
ont fourni 



Le pouvoir liquefiant et le pouvoir saccharifiant dc ce malt 
furent determines dans trois echantillons difTerents : 

1° Dans les grains non tries; 

2° Dans les grains dans lesquels les plumules sont deux fois 
plus longues que les grains ; 

3® Dans les grains dans lesquels la longueur des plumules 
nc depasse pas cellc des grains. 
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M VLT DONT LA PLUMULE 


MALT DOxNT LA PLUMULE 


MALT >'ON TRIE 


a deux fois 
la longueur du grain 


a une longueur 
ne d^passafit pas celle du grain 


Maltose. . o,C 


o,585 


o,.^3 


Pouvoir / Pouvoir 


Pouvoir / Pouvoir 


Pouvoir f Pouvoir 


saccharifiantl liquefiant 

V% 5 pasliq. 

'7" V- pasliq. 

/s-Dliq.!/./! 

U"' liquide 


saccharifiant V liquefiant 

g^'jS ^a"", 5 pasliq. 

/S"'" pas liq. 

U*', 5 liquide 


saccharifiantl liquefiant 
2o-",7 J3"-, 5 pas liq. 
[li"^ liquide I //i 



Le maltose indique pour chaque infusion indique la richessc 
en Sucre de Tinfusion diluee ayant servi pour la determination 
du pouvoir saccharifiant. 

Dans les grains non classes, sortant dc Tappareil, on 
trouve un pouvoir saccharifiant de 17 et un pouvoir lique- 
fiant de 4- Le malt est done tres mediocre ; Tessai de fermen- 
tation avec differentes quantites de malt nous a demonlre 
qu'il fallait 18 parlies de ce malt pour 100 de riz pour deter- 
miner une fermentation profonde. 

L'analyse comparative des ti'ois echantillons nous confirme 
les faits etablis par Tlnstitut de Berlin, a savoir que le devc- 
loppement des plumules coincide avec une augmentation de 
la quantite de substance active. 

Malt B. — Malterie pneumatique systeme Saladin. Mal- 
terie de Buir, prcs de Cologne. 

Petite orge de Russlo, trempage 2 jours et demi sans aera- 
tion. 

Duree du maltage, 9 jours. 

Temperature, minima 18, maxima 23. 

La pousse est unifornie et les plumules nc depassent pas- 
Ic grain. 

Grains non germes, 3. 

Humidite, ^7- 
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Maltose crinfusion, 0,7 4. 
Pouvoir saccharifiant 4,65. 

Pouvoir liquefiant ^ ,., 7~ t -i 
^ { 2*^*^,5 = liquide. 

Le pouvoir liquefiant ainsi que le pouvoir saccharifiant in- 
iliquent un malt crexcellente qualite. La quantite de malt ne- 
cessaire pour faire fermenter 100 kilogrammes de riz est 
S kilogrammes. 

La methode que nous venous d'indiquer s' applique a Tana- 
lyse des malts d'orge et de seigle. 

Pour Tanalyse du malt de mais on est oblige de se placer 
dans d'autres conditions parce que ce malt contient toujours 
des quantites de diastase relativement petites. Pour la pre- 
paration de rinfusion, on prend 12 grammes de malt moulu 
au lieu de 6 et, pour determiner le pouvoir saccharifiant, on 
cmploie seulement i centimetre cube, au lieu de 2, de solution 
cupro-potassique . 

Un malt de mais d'excellente qualite contient toujours de 4 
a 8 pour 100 de grains non germes. II possede, dans les con- 
ditions indiquees, un pouvoir saccharifiant de 4 a 6 et un 
pouvoir liquefiant de 2,5 a 3. 

En comparant le malt de mais avec un malt d'orge de pre- 
miere qualite, 011 conslate qu'il est 4 fois moins actif et, en 
tealite, dans la |)ratique, on est force d'employer 4 a 5 fois 
j)lus de malt de mais que de malt d'orge pour arriver a un 
meme resultat. 

Methode d' analyse des mouts sucreset fermentes.^ 
Le pouvoir saccharifiant du mout pent etre determine a Taide 
de la coloration que le mout donne avec I'iode. On opere 
de la manicre suivante : on preleve 6 echantillons de 20 cen- 
timetres cubes d'une solution fraiche de fecule soluble a 
2 pour 100 et on introduit chaque prelevement dans un 
tube a reaction numerote ; on ajoute avec unc pipette divisee en 
dixiemes de centimetre cube o*"^, 25, o*"^,5o, 0*^*^,75, i^^, i''^",25 
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et i*^*',5o du mout sucre ou ferment6 a essayer; on place les 
tubes dans un bain-marie a 60°, on les y laisse une heure ; on 
refroidit et on ajoute au contenu de chaque tube un demi- 
centimetre cube d'une solution d'iode fortement diluee et 
on observe la coloration au moment de Taddition de Tiodc^ 
au liquide. 

Une saccharification faite avec o''*',25 de moilt sucr6, 
ne se colorant plus par Tiode, correspond au maximum 
du pouvoir saccharifiant et, si I'on arrive a ce resultat, on 
pent ^tre sur qu'on travaille avec une quantite de malt pluvS 
que necessaire pour la fermentation. L'absence de coloration 
dans un tube qui a regu 0*^*^,75 de solution indique que le 
mout Sucre possede un pouvoir saccharifiant suffisant pour 
la fermentation, du moins si le pouvoir liquefiant de ce moAt 
est normal. 

Si une coloration apparait dans le liquide contenant i^^^i^ 
du mout Sucre, on pent etre certain que ce mout ne contient 
pas la quantite necessaire de malt et il est meme inutile dc 
s'occuper du pouvoir liquefiant. La non-coloration par Tiode 
des liquides ayant regu i centimetre cube de mout indique 
encore une quantite de diastase suffisante, si le pouvoir lique- 
fiant est Ires grand. Dans le ca^ contraire, le moAt sucre 
n'est pas assez riche en mati^res actives. 

Cette methode rend de tres grands services pour le controle 
des mouts pendant la fermentation ; on determine le pouvoir 
saccharifiant par la coloration avec la solution d'iode au debut 
de la fermentation et on repete cette operation apres 3o et 
()0 heures. Le pouvoir saccharifiant determine par cett(> 
methode, au debut de la fermentation, ne doit pas changer 
beaucoup jusqu'a la fin de Toperation. Si Ton constate qu'il 
faut, a un certain moment, deux fois plus de liquide qu*aui 
debut pour arriver a la non-coloration par Tiode, on pent etre^ 
certain qu'on se trouve en presence d'une alteration de la 
diastase et il est urgent d'ajouter une nouvelle quantite d'in- 
fusion . 

Effrokt. Lcs Enzymes. 16 
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Un moAt fermente pendant 86 heures doit avoir un pou- 
voir saccharifiant compris entre 0,76 et i, c'est-^-dire qu'avec 
0,75 k I centimetre cube de moAt on doit arriver a la non- 
coloration par riode. Un pouvoir saccharifiant de i, 5 i la fin 
de la fermentation indique un manque de diastase. 

Ces donn6es s'appliquent a des mouts de riz d'une den- 
sM de 17 k 19 Balling. Les moAts de grains et de pommes 
de terre se comportent autrement. Dans ces mouts, la degra- 
dation des diastases pendant la saccharification et la fermen- 
tation se fait beaucoup plus rapidement. On doit chercher a 
obtenir des mouts ayant un pouvoir saccharifiant de i a 1,20 
au commencement du travail et de 2 a la fin de la fermen- 
tation. 

Notre methode d'analyse du malt et du moAt est mainte- 
nant introduite dans les stations centrales de TAssociation des 
distillateurs de Baviire et d'Autriche-Hongrie. Les directeurs 
de ces stations, les professeurs Kruis et Biichler, nous onl 
exprim6 leur pleine satisfaction. 

Avec un peu d'exp^rience on arrive, par cette methode, a 
un contr61e trfes sAr du travail. 
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GlucasedeGusenier. — Maltase de la levure. — Proprietes. — Diffe- 
rences entre les temperatures optima des differentes glucases. — Maltase 
des moisissures. — Moded'action sur I'amidon. — Processus de la secre- 
tion. — Influence de Talimentation azotee. — Inflluence des hjrdrates de 
carbone. — Les differentes amylomaltases de Laborde. 



La maltase ou glucase est un enzyme qui agit sur Tami- 
don, les dextrines et le maltose. 

L'existence d'un enzyme agissant sur le maltose a ^te mise 
en doute pendant longtemps. II est cependant evident que le 
maltose, pour 6tre assimile par les cellules, doit etre hydrate 
et transforme en glucose. 

En 1 865, Bechamp a constate dans Turine la presence d'un 
enzyme agissant sur le maltose et qu'il a nomm6 nefrozy- 
mase. Brown et Heron ont decouvert un principe actif ana- 
logue dans le sue pancreatique et Tintestin grMe des pores. 
Quelque temps apres, Emile Bourquelot a confirm^ Tob- 
servation de Brown et Heron en constatant la presence du 
m^me principe dans le pancreas et Tintestin gr^le du lapin. 
Les liquides diastasiques obtenus par ces savants presen- 
taient des proprietes tres varices. lis contenaient evidemment 
des diastases de natures tres differentes et il etait fort dif- 
ficile de se prononcer d'une fagon definitive sur la presence, 
dans les liquides qu'ils avaient etudies, d'un ferment par- 
ticulier agissant exclusivement sur le maltose. 

La decouverte du principe actif qui dedouble le maltose en 
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deux molecules de glucose date de 1886. EUe appartient h 
Leon Cusenier, qui denomma cet enzyme glucase. 

Cusenier,. en faisant macerer du mais. moulu dans Teau 
a la temperature de 5o°, a constate qu'une grande partie des 
matieres amylacees entrait en solution et que le pouvoir ro- 
tatoire du liquide sucre decroissait au fur et a mesure que la 
maceration se prolongeait. Cette observation le conduisit a des 
recherches sur la nature du sucre forme, ainsi que sur celle 
de Tagent produisant cette transformation. 

Une serie d'experiences entreprises dans cette voie ont 
perm is de constater que le mais contient un ferment par- 
ticulier qui agit sur Tamidon en donnant du glucose et des 
dextrincs, lesquclles, a la longue, sont elles-memes transfor- 
mces en dextrose. 

La temperature optima de cet enzyme est de 60° ; sa tem- 
perature de destruction d'environ 70°. 

Get enzyme agit egalement sur le maltose et le transformc 
en glucose. 

Sa presence a ete constatee dans presque toutes les cereales, 
mais en quantite beaucoup plus minime que dans le mais. 11 
existe dans celui-ci une dose de glucase plus que suffisante 
pour transformer en glucose tout Tamidon qu'il contient. 

D'aprcs Gedulde, on arrive h isoler la glucase du mais en 
faisant macerer une mouture avec de Teau et en precipitant 
cnsuite le liquide filtre par Talcool. Le produit obtenu, seche 
dans le vide, se presente en une masse brunatre et friable ayant 
Ics propriet6s suivantes : 

II contient environ 8 a 12 pour 100 d'azote. II donne la 
reaction du gaiac et de Teau oxygenee. Precipite par Talcool 
il se redissout diflicilement dans Teau. 

II possede une activite relativement faible : avec une partie 
de substance active precipitee on arrive seulement a trans- 
I'ormer 100 parties de maltose en glucose. 

Sa temperature optima est de 56° a 60°. Au-dessus de 60® 
on constate deja un ralentissement sensible dans Thydrata- 
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lion qu'ilproduit. Au-dessus dc 70°, la glucaseest sans action. 

Get enzyme agit plus energiquement sur les jiroduits de 
dedoublement de Tamidon que sur Taniidon lui-meme. 

D'.aprcs Beijerinck, on pent facilemcnt preparer la glucase 
a I'aide du mais decortique et deshuile. On opere comme suit : 

Trois kilogrammes et demi de mais ainsi prepare sont trait^s 
par 5 litres d'eau, additionnes de 5oo centimetres cubes d'al- 
cool a 96° et de 2 grammes d'acide tartrique. Ce melange 
est maintenu 3o heures a i5°ou 20°, puis filtre. On obtient 
ainsi 4 litres et demi d*un liquide clair dans lequel on produit 
une precipitation partielle en lui ajoutant un volume egal 
d'alcool a 96". Le depot ainsi produit est recueilli, trailc 
par Teau acidulee a raisonde 0,4 grammes d'acide tartrique 
par litre, puis additionne d'un peu d'alcool. Le precipite se 
redissout partiellement dans le liquide et la partie insoluble 
ost recueillie sur un filtre. Ce produit insoluble est, d'apres 
Beijerinck, tres riche en glucase. Sa teneur en azote est dc i, 1 1 . 

On pent obtenir d'autres produits en ajoutant de Talcool au 
liquide fdtre. On recueille des precipites qui contiennent 
encore une certaine quantite de diastases en solution. Mais les 
precipites obtenus par ces traitements, tout en accusant des 
tcneurs en azote de 4>78 et 2,20 pour 100, sont moins actifs 
que la parlie insoluble dont il est parle ci-dessus. 

La glucase obtenue par Beijerinck n'est cependant pas, 
comme il le constate lui-meme, un produit absolument pur. 
Ses impure tes seraient dues a des mucilages. 

La glucase d'apres Beijerinck agit sur le maltose, sur Ta- 
niidon et sur les dextrines en sc montrant plus actif sur le 
maltose que sur les dextrines ; il produit tres difficilement la 
transformation de Tamidon. 

D'apres Gonnerman, la glucase ou un ferment analogue 
oxisterait dans les betteraves gelees ou en germination. Du- 
bourg et Rhomann ont constate sa presence dans le sang. On 
la retrouve encore dans I'urine, dans la levure, ainsi que 
dans un grand nombre de moisissures. 
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La secretion de maltase fournie par la levure offre un in- 
l^ret particulier. 

Le maltose a ete considere pendant longtemps comme un 
Sucre directement fermentescible et, en realite, pendant la fer- 
mentation, il est impossible de saisir le moment ou le maltose 
se transforme en glucose. C'est pourquoi la fermentation du 
maltose a ete envisagee comme une transformation intra- 
cellulaire dans laquelle le ferment soluble n'intervenait 
pas. 

Bourquelot, Lintner et Emile Fischer ont etudie la ques- 
tion de plus pres et etabli que la levure contient toujours une 
certaine quantite de maltase qui est retenue dans les cellules 
et qui diffuse difficilement dans le liquide ambiant. 

Pour extraire T enzyme des levures, on doit broyer les cel- 
lules avec de la pierre ponce ou du verre pile et faire ensuite 
macerer la masse dans Teau. 

On pent aussi recourir a un autre moyen qui parait plus 
expeditif : on etale de la levure fraiche en couche tres mince ; 
on la dessfeche lentement a 4o*^ et on la fait ensuite macerer 
dans Teau. Dans ces conditions, la maltase de la levure devient 
soluble. 

L' enzyme ex trait des levures par cette methode difflere a 
plusieurs points de vue de la substance active du mais hy- 
dra tant le maltose. 

D'apres Gedulde, la glucase du mais pent etre precipitee 
de sa solution a I'etat actif par Talcool ; la maltase de la 
levure, au contraire, est presque completement d^truite par 
ce reactif. 

Les maltases de diverses provenances possedent aussi une 
sensibilite tres differente vis-i-vis de la chaleur. Lintner 
en exposant a differentes temperatures 3 echantillons d'une 
solution de maltose additionnee de la meme quantite de 
glucase extraite des levures a obtenu des quantites de glucose 
variant suivant la temperature a laquelle Taction s'etait 
produite. 
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TEMPERATURE 


DUREE DE l'aCTION 


GLUCOSE FORME 


— 


— 


— 


350 


2 heures. 


a , 90 K"* 


4o 


— 


3,09 


45 


— 


2,08 



La temperature optima, d'aprte ces experiences, serait de 
l\o^, tandis que la glucase de Cusenier possede une tem- 
perature optima de 56° a 60°. 

En essayant la maltase de la Icvure k des temperatures de 
4o° et 5o", Lintner a constate la formation apres deux heures 
d'action, des quantites suivantes de glucose : 



TEMPIERATURE 


GLUCOSE FORME 


4oo 


1,8 


5oo 


0,3 



La temperature de 5o** detruit done presque completement 
la maltase de la levure, tandis que, si Ton opere avec la glucase 
du ma'is, on n'atteint pas encore, k cette temperature, le ma- 
ximum d'effet. 

Un grand nombre de moisissures possedent la propriete 
de transformer Tamidon en sucre. 

En etudiant Taction de Taspergillus orizae, Atkinson a le 
premier constate que la diastase de cette moisissure opere la 
transformation des matieres amylacees par un mode de travail 
different de celui de la diastase du malt. Le produit final 
de la reaction, de la reaction de Taspergillus orizae est du 
dextrose et non du maltose. 

Depuis, le meme fait a ete constate par Bodin et Rolants 
pour Tamylomyces Rouxii, puis par Bourquelot et Laborde 
pour Taspergillus niger, le penicillium glaucum et Teuro- 
tiopsis gayoni. 

U y a tout lieu d'admettre qu'on se trouve en presence 
d'un fait general et que beaucoup d'autres moisissures ren- 
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dent assimilable ramidon, a Taide des glucases qu'elles 
s^cretent. 

Les liquides diastasiques, qu'on obtient par la maceration 
des moisissures, agissenl a la fois sur Tamidon, les dextrines 
ct le maltose en formant du glucose. 

D'ajires Atkinson, la transformation de Tamidon par Tas- 
pergillus orizae se fait par hydratations successives des mo- 
lecules avec formation de maltose comme produit interme- 
diaire, mais les analyses citees a I'appui de cette maniere de 
voir sont fort peu concluantes. 

Laborde, au contraire, a constate qu'on est en presence 
d'une transformation directe sans formation de maltose. II a 
constate les memes faits dans le cas de I'aspergillus niger, 
du penicillium glaucum et de Teurotiopsis gayoni. 

Pour determiner la presence de la glucase dans un liquide 
actif, on additionne une solution de maltose a 2pour loo d uno 
quantite determinee du liquide a examiner. On ajoute une trace 
de chloroforme ou de thymol et on abandonne la solution a la 
temperature de 45** pendant 24 heures. En examinant la rota- 
tion du liquide avant etapres I'experience, on pent facilemenl 
se rendre compte de la marche de Thydratation. 

Le pouvoir rotatoire du maltose est de [a.] d -[- i38,4 et 
celui du glucose de 52,4- 

La glucase des moisissures agit plus activement sur Tem- 
pois d'amidon que sur le maltose. 

La formation, ainsi que la diffusion des glucases des moi- 
sissures, se trouvent soumises aux m^mes conditions que la 
sfcretion de la sucrase par I'aspergillus niger. Pendant le 
developpement de la plante, la quantite de glucase augmente 
a mesure que diminuent les substances nutritives et le ma- 
ximum de substance active apparait dans la plante au moment 
ou elle commence k utiliser les substances de reserve. Ainsi 
la glucase produite dans les moisissures est retenue dans 
rinterieur des cellules et diffuse tres difficilement, jusqu'au 
moment ou le milieu nutritif commence a s'epuiser. 
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D'apres Pfeffer et Katz, raddition de sucre au milieu de 
culture diminue, en general, la prodution de glucase, mais 
on remarquc que les differentes especes de moisissures sonl 
plus ou moins sensibles a cette action. Ainsi le penicillum 
^laucum ne secrete pas de glucase en presence de lo pour 
IOC de saccharose, tandis qu'a la dose de 3o pour loo cc 
Sucre n'arrete pas completement la secretion de Taspergillus 
niger. Le glucose agit de la meme fagon que le saccharose. 

La presence de maltose dans le milieu nutritif influe sur la 
secretion a un degre moindre. Le penicillum glaucum pro- 
duit encore de la glucase dans un milieu contenant lo pour 
IOC de ce sucre. 

L'alimentation azotee a aussi une grande influence sur la 
production de la glucase. Cc sont les cellules bicn nourries 
qui en fournissent le plus. 

La moisissure pent prendre Tazote dont elle a besoin a 
<les sources tres diflerentes. Ainsi les nitrates alcalins, la 
peptone, la caseine, Turee sont egalement favorables a la 
culture de I'euroliopsis et fournissent sensiblement la m^me 
quantite de glucase. Le sulfate et le chlorure d'ammonium 
fournissent cependant un rendement sensiblement moindre 
et ces substances agissent tres defavorablement au point do 
vue de la formation de la diastase. 

D'apres Pfcflcr et Katz, la secretion de la glucase par le 
penicillium glaucum et Taspergillus niger se trouve limitee 
par la quantite d'enzyme deji present dans le milieu nutritif. 
En enlevant du milieu de culture la glucase par le tannin, 
ils ont constate une secretion plus abondante de diastase. 
11 est pen probable cependant que Tenlevement des substances 
actives puissc provoquer une nouvelle formation de la dias- 
tase. II est plus j^lausible d'admettre qu'en precipitant la dias- 
tase par le tannin, on favorise la diffusion des substances 
actives deja formees, mais retenues par les cellules. 

De toutes les moisissures etudiees au point de vue de leur 
action sur les matieres amylac^es Taspergillus oriza) est le 
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plus actif et c'est lui qui, en realite, secrete la plus grande 
quantite de maltase. 

Le mucor alternens et ramylomyces Rouxii appartiennent 
tous les deux a la classe des moisissures riches en maltase. 
L'aspergillus niger et le penicillium glaucum possedent un 
pouvoir diastasique beaucoup plus faible et Teurotiopsis 
occupe la derniere place au point de vue de la secretion de la 
glucase. 

D'apres Laborde, les diastases saccharifiantes de Tasper- 
gillus niger, du penicillium glaucum et de Teurotiopsis 
gayoni, diastases qu'il designe sous le nom d*amylo-mal- 
tases, presentent des caractferes difTerents. Partant de cettc 
remarque, Laborde congoil Texistence de 3 diastases diflfe- 
rentes ayant des caracteres communs, mais se distinguant 
par leur sensibility vis-a-vis des agents physiques et chi- 
miques, ainsi que par Tintensite de leur action. 

En faisant agir, dans les memes conditions, les substances 
actives de trois moisissures sur un empois d'amidon a 2 pour 
100, Laborde a constate des dillSrences sensibles pour les 
3 diastases, diffiSrences qui sont consignees dans le tableau 
suivant : 



PROVENANCE 

DES LIQUIDKS DIASTASIQUES 


DUREE 

OU l' ACTION 

en heurcs 


ROTATION 

SACCHARIN. 

des iiquides 


GLICOSE 
0/0 


DEXTRINES 

0/0 


( 


12 


.7.5 


i,3i 


o,56 


Aspergillus niger. . 

1 


1 48 

! 96 




1,61 
1,66 


o,3i 
o,3o 


( 


12 


12,5 


i,3i 


o,3i 


Penicillium glaucum.. < 


1 48 


12,0 


i,Oi 


0,21 




1 '' 


12,0 


1,73 


0,18 




12 


7.0 


0,80 


0,16 


Eurotiopsis gayoni . . < 


1 *» 


9,0 


1,61 


0,06 


i 


1 ,« 


9.3 


i»93 


0,00 
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La difference dans la marche de I'liydratation se mani- 
feste suiioutpar les pouvoirs rotatoires desliquides ainsi que 
par le rapport de la quantite de maltose a celle des dextrines. 

Pour i,6o de glucose forme avec les trois liquides actifs, 
on trouve des quantiles de dextrines ainsi que des rotations 
sensiblement differentes. 

Ces differences proviennent probablement de ce que I'empois 
n'est pas liquefie avec la m^me facilite par les diastases de 
differentes provenances. 

Les maltases des differentes moisissures se differencient 
davantage par leurs temperatures optima, ainsi que par 
leurs temperatures de destruction : 



TEMPERATURE 


TEMPERATURE 


OPTIMA 


DE 


DESTRUCTION 


— 







60° 




800 


45 




70 


5o 




75 



Aspergillus niger. . 
Penicillum glaucum. 
Eurotiopstis gayoni. 



Sous le rapport de Taction de la chaleur, la maltase de 
Taspergillus niger se rapproche de la maltase du mais, tandis 
que la substance active de Teurotiopsis gayoni ressemble 
davantage a la diastase du penicillum glaucum et des levures. 

Entre la maltase des cereales et les ferments des moisis- 
sures, on constate encore une autre difference. Tandis que la 
premiere agit plus difficilement sur I'amidon que sur le mal- 
tose, les seconds agissent plus activement sur I'empois d'ami- 
don que sur ses produits d' hydration. 

Du resle, ces differences entre les modes d'action des dias- 
tases sont plutot fictives. Un extrait de mais a froid agit ener- 
giquement sur I'empois d'amidon et sur le maltose. Mais si 
Ton precipite, d'autre part, la substance active d'une infusion 
de mais par I'alcool, on obtient un produit qui n'agit presque 
pas sur I'empois et qui, au contraire, agit tres fortement sur 
le maltose. 
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Cette difference provient evidemment du changement dc 
milieu. Dans le premier cas. Taction est due a la diastase accom- 
pagnee de substances etrangeres qui influent sur son action. 
Dans le second, on a affaire a la diastase seule, ou a cette 
diastase accompagnee seulement de substances exergant une 
influence tres faible sur la transformation. 

II faut done admettre que toutes les differences que nous 
constatons cliez les maltases de diverses provenances pro- 
viennent exclusivement des substances etrangeres qui les 
accompagnent et qui influent sur leur sensibilite vis-a-vis des 
reactifs. 

La plupart des moisissures secretant des maltases se deve- 
loppent tres facilement dans les mouts de brasserie et de dis- 
tillerie ainsi que dans I'eau de levure additionnee dehydrates 
de carbone. 

Sanguinetti a fait une etude comparative de I'aspergillus 
oriza), du mucor alternans et de Tamylomyces Rouxii, au 
point de vue des pouvoirs saccharifiant et comburant. II les 
a cultives dans des mouts con tenant de I'amidon, de la 
dextrine ou d'autres hydrates de carbone, et il a observe la 
marche des secretions diastasiques ainsi que Tinfluence de la 
nutrition sur ces secretions. 

Voici quelques-unes de ses experiences : 

Dans un ballon d'une capacite de i,5oo centimetres cubes, 
il met 5oo centimetres cubes d'eau de levure et ajoute 1 5 gram- 
mes d'amidon ou de dextrine. 

II sterilise le liquide et, apres refroidissement, il ensemence 
differents ballons a la temperature de 3o° avec les spores des 
clifferentes moisissures. 

II laisse la plante se developper pendant lo jours et agite 
le flacon 2 fois par jour pour emp^cher la formation de 
spores. II determine ensuite le poids des plantes formees et 
analyse le sucre et Talcool contenus dans le liquide. 

Yoila les resultats d'experiences pratiquees avec de Teau de 
levure et de Tamidon : 
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Poids de plante 

Extrait sec a ioo° 

Acidite totale en SO^H^ 

Alcool en poids 

Sucre reducteur (en glucose). . 
Sucre reducteur total apres saccha- 
rification par I'acide chlorhydrique . 
Perte d alcool pour o/o d'amidon. . 



» 

19.00 
0,127 



[6,67 



gr. 
2,081 

5,30 

0,670 

2,77 

1 ,3o 

2,2.5 
4oo/o 



gr- 
0,667 

6.:.7 
o , 980 
1,58 
traces 

2.99 
46 0/0 



gr. 
2,080 

4,5o 
0,660 

3.96 

traces 

3,75 
25.7 0/0 



Lorsqu'on compare la quantite d'hydrate de carbone dis- 
paru avec la quantite d'alcool form6, on constate qu'on obtient ; 

Avec I'aspergillus orizae, pour i4,42 de sucre transforme, 2,77 alcool. 

— mucor alternans — i3,68 -r i,58 — 

— ramylomyces Rouxii — 12,92 — 3,96 — 



L'aspergillus oriza? se montre le plus actlf et laisse dans 
la solution d'amidon a i5 pour 100 o^%85 de dextrine non 
transformee, tandis que le mucor alternans et Tamylomyces 
fburnissent deux fois plus de dextrine non attaquee. 

Quand on remplace, dans ces essais, Tamidon par les dex- 
Irines on constate une saccharification encore moins com- 
plete. 

Apres 10 jours de developpement on trouve encore 3, 80 de 
dextrines. 

Si Ton prend en consideration le temps de Taction ct le 
j)oids de la plante, on voit que la quantite de substance active 
secretee par les moississures est relativement tr^s faible, m^me 
avec I'aspergillus oriza). 2^'', 081 de plante ne sulTisent pas, 
comme nous venons de le voir, pour transformer i5 grammes 
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d'amidon, tandis que o!^^ ,b de malt produisent, dans des con- 
ditions analogues, une transformation complete. 

La maltase des champignons se montre tres sensible a 
Taction du milieu. Bodin et Rolands ont etudi6 Taction de 
Toxygene et de Tacidite du milieu. L'experience suivante 
fournit quelques donnees a ce sujet : 

On amfene une vinasse de distillerie l\ diflFerents degres 
d'acidite et, dans le liquide sterilise, on cultive Tamylomyces 
en se plagant dans diflerentes conditions. 

Dans une culture on laisse la plante se developper a la 
surface du liquide (culture S) ; dans une autre on laisse le 
developpement se faire en profondeur (culture P); dans 
une troisifeme (culture A) Ton fait passer un courant d'air 
pendant 48 heures. 

Voici les resultats obtenus apres une fermentation de 4 
jours i la temperature de 26°. 



Alcool par litre. . . . 

Acidile 

Sucre reducleur en glucose 

Sucre total 

Poids d'amylomyces obte- 
nu & r^tat presse. . . 


VINASSE NEUTRE 


VINASSE 

A 3»',4 d'acidite en acidk 

8ULFURIQUE 


s 


P 


A 


S 


p 


A 


3«c4 

o,36 

4,83 

10,23 

» 


5cc5 
o,83 
2,33 

4»'6 


3cc 

0,4 

1,64 
5,57 

8g'-i5 


3cc 

2,69 
4,3i 

17,71 

» 


i«8 

3,i3 

3,5 

17,71 


3,4 
i3,28 

2§rr3o 



On Yoit que Taeration est trfes favorable au developpement 
de la plante, puisquon trouve8*%i5 de plantes dans le li- 
quide aere, tandis qu'une culture faite k Tabri de Tair n'en 
fournit seulement que 4'^6. 

La quantite d'acide forme pendant le developpement est 
on rapport direct avec Tacidite initiale et elle est d'autant 
plus faible que Tacidite de milieu 6tait plus forte au debut. 
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La maltase agit tres bien dans un milieu faiblement acide 
mais son action est paralysee par une dose d'acide organiqiic 
correspondant k 2 grammes par litre d'acide sulfurique. 
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CHAPITRE XVIII 

APPLICATIONS INDUSTRIELLES DE LA MALTASE 
G^r^alose. 

Fabrication industrielle des glucoses par les en- 
zymes. — Cusenier ayant trouve de la glucase dans le mais a 
cherche a appliquer cette decouverte h Tindustrie des glu- 
coses. En remplagant, dans cette fabrication, Tacide par les 
enzymes contenus dans les grains, il est arrive a fabriquer un 
produit d'une grande valeur, qui se trouve dans le commerce , 
sous le nom de cerealose. 

Le cerealose se presente sous forme d'une masse cristal- 
line con tenant du maltose et du glucose. 

La fabrication du cerealose est toutefois peu developpee, 
car le proced6 de Cusenier laisse encore beaucoup a desirer 
aux points de vue du rendemcnt et du prix de revient, lequel 
est plus eleve que celui du glucose obtenu par les acides. 

Les difficultes auxquelles on se heurte dans cette Industrie 
sont d'ordres differents. 

Le mais contient des ferments hydratants en quantite plus 
que suffisante pour transformer tout Tamidon en sucre, 
mais, pratiquement, il est fort difficile de se placer dans des 
conditions favorables a Taction de ces ferments. II en resulte 
que le tranformation est loin d'etre complete. 

Quand on fait macerer le mais moulu avec 4 volumes d'eau 
a la temperature de 60°, pendant 24 heurcs, on extrait de 60 
a 65 pour 100 de matieres amylacees sous forme de sucre. 
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Une maceration plus prolongee n'amfene pas un resultat sen- 
siblement meilleur. L'enzyme agit seulement sur une partie 
de Tamidon et il reste toujours des grains d'amidon non 
attaques, quoique la solution sucree qu'on obtient soit tou- 
jours tres riche en substances actives. C'est surtout cette 
particularite qui rend difficile la fabrication du glucose par 
la glucase. L*op6ration ne pent, en effet, jamais ^tre achevee. 

On est oblige de recourir h un mode de travail continu. 

Voici la maniere de proceder: 

5oo kilogrammes de mais grossierement moulu sont verses 
dans un appareil muni d*une double enveloppe et d'un agita- 
teur a palettes. On ajoute 20 hectolitres d'eau a. 65°. On main- 
tient la temperature a 58**-6o® pendant 6 a 8 heures, tout 
en faisant marcher Tagitateur. 

La transformation des matieres amylacees en glucose est 
suivie par Tobservation de la densite et par celle du pou- 
voir rotatoire du mout. Pendant toute la dur^ede Toperation, 
la densite des liquides va en augmentant, tandis que le pou- 
voir rotatoire va en diminuant. L 'operation est consideree 
comme terminee quand le mout contenant 10 pour 100 de 
matieres seches marque de 4o** a 45** au polarimetre Soleil. 
On separe alors par filtration le liquide sucre des dreches 
qui contiennent encore des quantites assez considerables 
d'amidon non attaque. On decolore le jus sur le noir animal 
ct on evapore dans le vide jusqu'a concentration de 4o** k ^2^ 
Baume, apres quoi on met le sirop dans des formes ou il ne 
tarde pas a se prendre en masse apres qu'il a ete amorce 
avec du glucose cristallise. 

L'amidon non attaque dans la premiere operation est repris 
dans Toperation suivante. La mouture de mais rest^e sur le 
filtre est soumise a la cuisson sous une faible pression. L*em- 
pois obtenu par cette operation est saccharifie a la tempe- 
rature de 63°, a Taide d'une faible quantite de malt (i a 2 
pour 100) et les mouts dextrines rcmplacent Teau dans I'ope- 
ration suivante. Avec les dreches provenant de 5oo kilo- 
Effront. Les Enzymes. 17 
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grammes dc mals, on obtient eii>-iron 20 heclolilres dc 
mout dextrine. On introduit dans ces mouts 4oo kilo- 
gi-amnies de mals moulu et on laisse la saccharilication 
sc produire ])endant 6 a 8 heures a la temperature de 
58*»-6o^ 

La maltase contcnue dans le malt d'orge pent aussi etre 
utilisee })our la fabrication du glucose. 

L'infusion de malt agit tres peu sur le maltose, mais le 
malt concasse agit energiquement sur les sirops de maltose, 
(|iii se transforment en sirop de dextrose. Pour ce genre de 
travail, il est a conseiller de mettre le malt en contact avec des 
sirops a 20®-25** Baume et non pas avec des jus dilues. 

Dans les mouts sucres et tres concentres, rextraclion des 
diastases du malt se fait plus facilement que dans les sirops 
dc faible concentration. 

Le cerealose a la comjK)sition moycnne suivante : 



Maltose 3,5 0/0 

Glucose. 72 » 

Dextrine 2,5» 

Eau ao w 



CHAPITRE XIX 

APPLICATIONS INDUSTRIELLES DE LA MALTASE 

Levures japonaises et chinoises. 

Fabrication de la levure japonaisc. — Preparation du koji. — Chan- 
gements produits dans le riz. — Composition du koji. — Action dessels. 
— Fabrication du levain « mbio ». — Fabrication de la bi^re « sake ». — 
Composition du moto. — Composition du sake. — Fabrication de la le- 
vure chinoise. — Proprietes de la levure chinoise. — Diastase de la le- 
vure chinoise. — Influence de la temperature et des agents chimiques. — 
Distilleries indigenes d'Extr^me-Orient. — Utilisation des proc^des 
orientaux dans les distilleries des pays occidcntaux. — Travaux de Taka- 
mine, de Collette et de Boidin. 

Levure japonaise, — Dans certaines contrees d*Ex- 
trSme-Orient, on fabrique des boissons alcooliques avec les 
inatieres amylacees. 

Au Japon, on prepare une espece de biere qui porte le nom 
de sake. En Chine et en (]ochincliine, on prepare avec le riz 
une eau-de-vie, le chouni-choum, d'une richesse en alcool 
de 34° a ^2\ 

Les methodes employees par les orientaux different radi- 
calement des methodes europeennes. La saccharification des 
inatieres amylacees et la fermentation sont provoquees par 
des ferments speciaux qu'on cultive industriellement. 

L'agent actif qu'emploient les Japonais porte le nom de 
koji. Le ferment qui sert a la fabrication de Teau-de-vie de 
Cochinchine porte le nom de migen ou men, 



raOo LES ENZYMES 

Les levures chi noises et japonaises doivent leur activlte a 
»<les moisissures secretant de la maltase et probablement de 
la zymase. 

Dans la levure chinoise, Torganisme predominant est Tamy- 
lomyces Rouxii. Le koji doit son activite a Teurotium oriza3. 

C'est Korschelt et Atkinson qui ont fourni les premieres 
•donnees sur la preparation et Tutilisation des levures japonaises. 

Preparation du koji. — Les grains de riz destines a 
la fabrication du koji sont tout d'abord nettoyes et battus 

.^fin de les depouiller de leur enveloppe, puis on les soumet 

a un trempage d'une douzaine d'heures. Les grains sont 

. alors cuits dans un courant de vapeur jusqu'a ce qu'ils aient 

. atteint une certaine elasticite, puis sont etendus sur des 
nattes que Ton remue encrgiquement pour empechcr les 

.grains de se reunir en grumeaux. Le riz est ensuite ense- 
mence avec les spores d'une moississure: Teurotium orizae. 
Les spores de cette moisissure, qui constituent un produit 

-commercial au Japon, sont melangees au riz a raison de i 
par tie de spores pour 4oooo parties de riz. Elles sont re- 
parties dans toute la masse par une trepidation energique 

■ de la natte et le tout est porte au germoir. 

Atkinson, professeur h TUniversite de Tokio, a qui nous 

'devons la description de cette industrie, decrit la constmc- 
tion speciale de ces germoirs. Ce sont de longs couloirs 

rsouterrains, s*embranchant les uns dans les autres, ayant de 
4 a ID metres de longueur, de 2'",ioa 2",4o de largeur 

'€t une hauteur de i",20. Ces germoirs ne sont jamais 

• chauffes, sauf au commencement de la saison froide. 

Le riz, mele de spores, est mis en tas dans le germoir, re- 

' convert de nattes et laisse dans cet etat pendant une nuit entiere. 
Le second jour il est, s'il ne doit pas servir a la fabri- 

'cation de la bifere appelee sake, asperge avec une certaine 

iXjuantit^ d'eau. 

Le koji est alors etendu en couche tres mince et laisse en 
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repos. Le troisiemc jour, on reunit de nouveau Ic riz en tas. 
pendant 4 heures environ. Au bout de ce temps, les grains, 
sont reconverts d'une legere toison provenant dcs tubes- 
myceliens de la moisissure. Le riz est alors refroidi par 
agitation et dispose en couches minces sur des nattes aux- 
quclles on imprime un mouvement de va-et-vient, afin d'^viter • 
la formation de grumeaux. 

Dans ces conditions, la vegetation se developpe; les tubes ^ 
myceliens serpentent entre les grains et, le 4* jour, le koji 
forme une esp^ce de gdteau, qui est tout pr^t h etre employe^ 

Le koji est utilise dans differentes branches de Tindustrie 
japonaisc ; on Temploie dans la fabrication du pain, dans la. 
confection de la sauce « soy » ; mais surtout dans la brasserie 
pour la preparation du sake. 

Temperature de germination. — On trouve dans le- 
m^moire d'Atkinson quelques donnees sur les variations de 
temperature au cours de cettc fabrication. 

Lorsqu'apros la trempe les grains de riz ont ete seches par 
agitation dcs nattes, ils ont une temperature de 28® a 3o°. Le 
second jour, apres I'aspersion, la temperature descend a 
23°-26°, pour remonter ensuite, dans le germoir, a 3o°. Le 
lendemain, troisieme jour, Atkinson a constate jusqu'a. 
4o®-4i°. Le riz est alors refroidi, mais il se rechauffe de- 
nouveau jusqu'a 87°. 

Ces chiffres ne sont cependant que tres relatifs, ils changent 
suivant les epoques de Tannce. Au mois de mai, on a observe,, 
comme temperature du germoir, de 2/4° a 26®; la tempe- 
rature du koji etait alors de 25'* a 26". Au mois de decembre^ 
le thermometre marquait 27° dans le germoir et le riz accusait 
une temperature de 89°. 

Cette elevation de temperature s'explique par I'oxydation 
tres energique produile par les moisissures: on constate 
souvent une difference de 10® entre la temperature du koji 
ot la temperature exterieure. 
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A la temperature de ^o** il doit se produire des pertos 
considerables d'amidon, ainsi qu'une alteration sensible de la 
diastase secretee par les moisissures. 

D'apres des donnees plus recentes sur la fabricatoin du 
koji, les industriels japonais s'appliquent a ne pas depasser 
la temperature de 25®. La duree totale de la fabrication, depuis 
le moment de I'ensemencement jusqu'i celui du developpe- 
ment complet des plantes, n'est que de trois jours. 

Cbangements produits dans le riz. — La transfor- 
mation du riz en koji apparait done comme un veritable 
phenomene d'oxydation. En effet, le riz employe a cette 
fabrication perd jusqu'a ii pour loo de son amidon; cet 
hydrate de carbone est oxyde avec d^gagement d'acide car- 
bonique et formation d*eau. 

Le koji presente Taspect d*un gateau form6 de grains de 
riz relics entre eux par les fils myceliens. Les grains extraits 
de ce gateau sont reconverts d'une sorte de duvet et une 
coupe faite sur Tun d'eux montre que les cellules exterieures 
sont p^netrees par les fils du mycelium, tandis que I'interieur 
reste inattaque et acquiert m^me une certaine durete. 

Le cryplogame en cours de developpement attaque le§ 
matieres albuminoldcs qui se trouvent dans le riz ; ces 
substances deviennent solubles et le pouvoir ferment du koji 
s'accroit au fur et h mesure de leur dissolution. 

Voici, d'apr^s Atkinson, la composition du koji seche a 
1 00°. 

[ Dextrose 25,02 

Parties solubles dans 1 Dextrine (par difTt^rence). . 3,88 

Teau: 87,760/0 ) Cendre soluble o,52 . 

( Albuminoides solubles 8,34 

Albuminoides insolubles. . . i , 5o 

„ .. . , ,, , Cendres insolubles 0,00 

Parlies insolubles ] ^ ,z. 

J i, a , { Corps gras o,45 

dans leau: 62,24 J ^„, 

' Cjellulose 4, 20 

Amidon (par difference). . . 56,00 
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Le koji frais contient 26,82 pour 100 d'eau. 

La croissancc de I'eurotium oriza; sur le grain de riz a 
pour effct d'augmenter dans celui-ci la proportion d*azote 
soluble. En effet, dans le koji s^che, on trouve, pour les 
matieres albuminoides, un total de 9,84 pour 100, les matiferes 
albuminoides solubles etant representees par 8,34 pour 100. 
Dans le riz non transforme en koji la quantite de matieres 
albuminoides solubles est seulement de i,38 pour 100. II y 
a aussi une difference de solubilite entrc le riz ct le koji. 
Lorsquc le koji n*a pas ete chauffe a 100°, il se dissout en 
grande partie dans Teau. Apres un court contact avec Teau 
froide 12 ou i5 pour 100 de son poids total sc dissolvent. 
Si Ton prolonge le contact avec Teau, la diastase continue a 
agir et au bout d'un temps plus ou moins long, 3o i 60 
pour 100 du koji entrent en solution. 

Action des sels. - — L'enzyme du koji est influence par 
Tacidite du milieu. L'acide lactique, a la dose de o,o5 pour 
100, se montre favorable; la dose de 0,1 pour 100 possMe 
deja une action re tarda trice. 

La diastase est egalement sensible a Taction du chlorurc 
de sodium. L'influence de ce sel fut determinee par Wa- 
tanabe. A 5 grammes d'amidon sec gelatinise et refroidi il 
ajoute diflerentes doses de chlorurc de sodium et additionne 
ensuite tons les essais d'une quantite invariable d'extrait de 
koji. II abandonne alors k la temperature ordinaire pendant 
I heure, amene ensuite le volume i 260 centimetres cubes et 
filtre. L'action du sel est determinee k Taide du pouvoir 
reducteur et du pouvoir rotatoire de la solution. 
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SEL COM MUX POUVOIR REDUCTEUR POUVOIR ROTATOIRE 

QUAJITrTEFOIJm IOOd'aMIDQS DE l'oXTDE CmTKIQUE SPCCIFIQUK 



o 


3o,8 


17308 


lO 


28,6 


179 3 


3o 


25,1 


182 


5o 


33,8 


187 G 


7^ 


20,9 


190 3 


lOO 


20,1 


189 I 


i5o 


19,1 


190 2 


300 


18,0 


192 2 


3oo 


16,9 


194 I 


5oo 


1^,4 


197 5 



On remarque facilement raugmentation du pouvoir rota- 
loire et la diminution du pouvoir reducleuraufuret amesure 
c{u'augmente la dose de chlorure de sodium. 

Fabrication du moto. — Le koji est employe dans Tin- 
dustrie japonaise comme agent de saccharification, de fer- 
mentation et pour la fabrication de la biere dite « sake ». 
Les manipulations necessaires a cette fabrication se divisent 
en deux categories : d'abord la preparation d'un ferment ener- 
gique, qu'on appelle moto, ensuite la fabrication du mout et 
sa fermentation. 

Pour la fabrication du moto, on emploie comme matieres 
premieres du riz cuit a la vapeur, du koji et de Feau melan- 
ges dans les proportions suivantes : 

Riz 68 parties. 

Koji 21 — 

Eau 72 — 

La fabrication du moto se fait en deux phases. Dans la pre- 
miere phase, qui dure de 5 a 6 jours, le melange de grains et 
de koji est rcparti dans diffcrents vases. Sous I'influence du 
koji, Tamidon de riz se liquefie et se saccharifie. La tempera- 
ture ne dcpasse pas quelques degres et la fermentation est 
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excessivement lente. Dans la scconde phase, les liquidcs 
reunis sont rechauffes jusqu'i 26° environ; la fermentation 
commence et la temperature s'elcve, mais sans depasser jamais 
3o°. La fabrication du moto dure de 16 k 18 jours, et les 
levains murs accusent jusqu'a 10 pour 100 d'alcool. 

Voici la composition du moto dans la premiere phase do 
la fabrication. 





APRfeS 3 JOURS 


apr£:s 5 JOURS 




POUR CEHT 


POUR CBMT 


Dextrose 


7,35 


12,35 


Dextrine. . . . 


5,ia 


5,69 


Glycerine 


•) 




Gendres 


. ( Trace. 


o,48 


Albumine. ..... 


.) 




Acides fixes 


0,017 


0,019 


Acides volatils 





0,008 


£au par difference . 


87,513 


81,553 


Amidon non dissous. . 


20,43 


i5,4C 



Sa composition, pendant la secondc phase, est indiquee 
par le tableau suivant: 







API 


lES 

I a JOURS 




7 JOURS 


10 JOURS 


ill JOURS 


AIcool 5,2 


8,61 


9'^i 


0,62 


Dextrose .... 






5,4 


0.99 


0,49 


o,5o 


Dextrine. 






7,0 


2,8l 


2,72 


3,57 


Glycerine. . . . 






i,i4 


2,82 


2,35 


1,93 


Acides fixes.. . . 






o,3i 


0,24 


o,3i 


o,3o 


Acides volatils. . . 






0, i5 


0,11 


o,o5 


o,o3 


Eau par difference . 






80,80 


84,4a 


84.67 


85,47 


Amidon non dissous. 






10,68 


12,46 


11,55 


12 o5 



Fabrication du sake, — Pour la fabrication du sake, on 
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se sert des m^mes matieres premieres que pour preparer le 
moto. 

Le riz est saccharifie au moyen du koji et additionne dc 
levain-moto. La saccharification et la fermentation se pro- 
duisent simultanement. Apres quelques jours de fermentation 
lente, le mout s'^chauffe et commence a fermenter tres ener- 
giquement. 

Les mouts de sake ont une tres forte concentration : ils 
atteignent jusqu'a 35° Balling. La fermentation de ces mouts 
dure de i5 a 17 jours. On aboutit generalement a unc 
tcneur en alcool de 12 a t3 et, dans quelques usines, dc 
i4 a i5 pour 100. 

Voici la composition du mout, apres 28 jours de fermen- 
tation. 

Alcool. i3,23 

Dextrose » 

Dextrine o,4i 

Glycerine 1,99 

Acides fixes 0,107 

Acides volatils 0,061 

Eau 8A»203 

Amidon non dissous 4, 18 

Les mouts ferment^s sont filtres et livres tels quels a la 
consommation ; dans certaines usines, on garde cependant le 
moiit pour lui faire subir une fermentation secondaire. 

L'amidon contenu dans les residus rentre en travail apres 
avoir subi une cuisson prealable. 

Pour conserver le sake, on rechauffe les liquides fermentes a 
5o°-66®. Les Japonais ont done adopte une methode de sterili- 
sation avant que T Europe ait eu connaissance des procedes de 
pasteurisation. Seulement, comme aprfes la sterilisation, ils 
remettent le liquide dans un recipient non sterilise, ils 
perdent une partie du benefice de cette pratique. 

Le sake difffere de la biere par la petite quantite de dextrine 
et de dextrose qu'il contient. 
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Dans la fabrication du moto, on developpe un ferment al- 
coolique tres energique. Les explications de Tappaiition de ce 
pouvoir ferment sont tres contradictoires. Pour certains 
auteurs, ce pouvoir ferment est dA k un saccharomj ces qui se 
<leveloppe spontanement dans le moAt ; pour d'autres, c*est la 
mucedinee qui, par suite de certaines conditions de culture, 
se transforme en ferment alcoolique. 

II est incontestable que Taspergillus oriza) ainsi que tout 
une classe de moisissures, peuvent acquerir un pouvoir ferment 
quand elles sont cultivees dans certaines conditions ; mais ces 
moississures donnent, en general, peu d'alcool et fermcntent 
tres lentement. En outre, comme on a toujours trouve des 
saccharomyces dans le koji, il y a tout lieu d'admettre que la 
fermentation provient principalement de la levure. 

Levure chinoise. — La levure chinoise a ete particu- 
lierement etudiee par Calmette qui a fourni des donnees 
detaillees sur le travail dans les distilleries de 1' Extreme- 
Orient. C'est de cestravaux que nous tirons les renseigncments 
qui suivent. 

La levure chinoise possede la double propriete de s^ccha- 
rifier et de faire fermenter les matifcres amylacees avec les- 
quelles elle est mise en contact. EUe se trouve dans le com- 
merce sous forme de petits pains de riz qui repandent un 
odeur de moisi. Ces pains sont remplis de bacteries, de 
Icvures et de differentes especes de moisissures. 

L'agent actif contenu dans ces pains est un cryptogame qui 
penetredans toute la masse par ses ramifications myceliennes, 
cryptogame appelepar Calmette: amylomyces Rouxii. 

L'amylomyces est trfes abondant dans les pains qui consti- 
tuent la levure chinoise. Lorsque cette moisissure est cultivee 
sur Tagar-agar glucose, elle s'y developpe tres rapidement et 
forme au bout de 48 heures une sorte de voile s'etendant sur 
toute la surface de culture. La pomme de terre et la patate 
douce, ensemencees avec des spores de cette moisissure, se cou- 
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vrent d'un leger enduit farineux, qui finit par etre transparent 
et inappreciable a la vue. L'amylomyces se developpe norma- 
lement sur la gelatine, sur la peptone et sur le bouillon de 
boeuf peptonise et alcalii), quoiqu'une faible acidite lui soit 
plus favorable. 

La moisissure coagule le lait en 24 heures et le rougit 
lorsqu'il a ete prealablement tcint en bleu par le tournesol. 

En rfegle generale, les mouts sucres contenant du phos- 
phate de potassium conviennent au developpement de la 
plante ; cependant les milieux ou elle croit le mieux sont les 
moAts de biere liquides ou gelatinises et les subtances amy- 
lacees cuites a la vapeur. 

Lorsque la moisissure se developpe a Tabri de Tair, elle 
prend un aspect floconneux et produit de petites quantites 
d'alcool. Si, au contraire, elle vit a la surface du mout,* elle 
brAle le sucre et produit de Tacide oxalique. Cultivee en pre- 
sence de Tair dans un mout contenant des dextrines ou de 
I'amidon, elle transforme le sucre de canne en sucre fermen- 
tescible. 

L'amylomyces est, d'apres Calmette, le ferment qui trans- 
forme Tamidon en sucre avec le plus d'energie. 

Calmette, en suivant la croissance de cette plante, a re- 
marque qu'au contact de Tair, les tubes myceliens s'amasseht 
pour former des conidies; a Tabri de Fair elle etend ses tubes my- 
celiens en tons sens et se reproduit par bourgeonnement direct. 

Cette moisissure differe aux points de vue botanique et phy- 
siologique de toutes les especes connues: elle semble se 
rapprochcr des trichophytees, tandis que par son mode de 
reproduction et par ses proprieles physiologiques, elle rappelle 
les saccharomyces rameux. 

Diastase de la levure cbinoise. — La diastase con- 
tenue dans les cellules de Tamylomyces offre, d'apres Calmette, 
tons les caracteres de Tamylase du malt. Cette diastase est 
secretee par les tubes myceliens. 
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Galmette attribue encore a ramylomyces la propriete de 
secreter de la sucrase. En realite, la diastase secr^tee est de la 
glucase et cet enzyme n'a rien de commun, ni avec Tamylase, 
ni avec la sucrase. 

Pour obtenir une solution diastasique de ce ferment, on a 
recoups k une methode identique a celle preconisfe par Fern- 
bach pour la preparation de la sucrase des levures. 

On cultive d*abord la moisissure sur un milieu Raulin 
sterilise, ou mieux encore dans un mout de bifere et, lorsque 
la plante a atteint sa croissance normale, on remplace le 
liquide par de Teau sterilisee. Apres un sejour d'environ 60 
hcures a Tetuve a 38°, les diastases contenues dans les cellules 
diffusent dans le liquide ambiant ; on retire alors Teau qui 
constitue une solution diastasique assez active. 

L'experience suivante a ^te pratiqu^e par Galmette pour 
determiner Tactivite de Tenzyme de Tamylomyces. La solu- 
tion diastasique est divisee en plusieurs portions de 3o centi- 
metres cubes, qui sont ajoutees a une solution d'amidon 
a I pour 100, sterilisee et pesant 120 grammes. Chaque portion 
regoit une goutte d'essence d'ail qui joue le role d'antiseptique. 
Le tout est porte a Tetuve afin de laisser la saccharification 
se poursuivre, Voici les quantites de sucre obtenues : 

Apres I hcure oK'^ia 

— 6 — o 28 

— la - o 33 

— 24 — o 35 

On voit que la proportionnalite entre la duree de Taction 
et la quantite de produit forme cesse apres 12 heurcs; il 
scmble done que la diastase soit alteree apres ce laps de 
temps. 

Pour evaluer le pouvoir ferment de la plante cultivee sur 
le riz, Galmette indique la methode suivante : 

Gent grammes de riz cuit a la vapeur sont ensemences avec 
des tubes myceliens provenant d'une culture pure d'amylo- 



270 LES ENZYMES 

inyces ; on laissc 3 jours a une temperature convenable pour 
le developpement de la moisissure. On triture ensuite la masse 
avec 5oo grammes d'eau et on verse le tout sur la membrane 
d'un dialyseur ilottanl sur de I'eau distillee et aseptisee. 

L'empois d'amidon ne dialyse pas et la membrane ne 
laisse transfiiser que le glucose et les diastases de la solution. 
II se forme done, sous le dialyseur, une nouvelle solution 
diastasiquc dans laquelle on dose le sucre : on fait alors agir 
certaines quantites de ces solutions sur de Tempois a i/ioo''. 
Apres saccharificatLon, on dose le sucre forme et on deduit le 
Sucre introduit avec rinfusion d'amylomyces. 

La diastase extraite de cultures jeunes produitune hydrata- 
lion plus intense que la diastase extraite de cultures anciennes. 

La filtration des solutions diastasiqucs sur bougies Gham- 
berland leur enleve tout pouvoir ferment. 

La methode adoptee par Calmette pour la determina- 
tion de la diastase laisse beaucoup a desirer. II est evident 
que, par ce j)rocede, on n'obtient qu'une faible partie 
de la diastase contenue dans les plantes. Pour se rendre 
compte du pouvoir diastasique des matieres amylacees sur 
IcsqucUcs on a d^veloppe des moisissurcs, il est indispen- 
sable de les broyer, de les reduire en poudre ou en pate, et 
d'employer la substance preparee de cette fagon. On peut, par 
exemplc, prendre i gramme de cette substance, le mettre en 
contact avec 10 grammes d'amidon empese et laisser la 
saccliarification se produire pendant une heure a ^o*^. De la 
(juantite de sucre trouvee, il faut deduire ensuite le sucre 
qui se forme sous I'influence des matieres actives seules, car 
il s'agit surtoul de determiner la quantite de sucre que le 
gramme de mati^re active peut donner a lui seul dans les 
conditions de Tessai. 

Influence de la temperature et des agents chi- 
miques. — La temperature la plus favorable au developpe- 
ment de Tamylomyces est de 35° a 38". C'est a cette tempe- 
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rature que la plante produit rhvdratation la plus intense. 
Au-dessus de 38", ou plus bas que 23**, la croissance se ra- 
lentit; a 72**, la diastase est detruitc. La plante elle-m^me est 
detruite par un sejourd'une demi-heure a 70** ou de i5 minutes 
a 8o^ 

La presence de sels semble peu nuisible a la diastase^ 
Calmette a determine quelles sont les doses de differentes- 
substances en presence desquelles la diastase n'est pas influen- 
cee ; il a trouve : 

I*' 1 00 d'acide phenique. 
o o5 0/0 de nitrate d'argent. 
o 10 de sulfate de cuivre. 

o 10 — de fer. 

o 10 — de zinc. 

L'essence de moutarde, employee a petites doses, n*a aucune 
influence sur le developpement de la plante. La glycerine a 
5 pour 100 produit un eflet favorable. L'essence d'ail en tres 
petite quantite et le bichlorure de mercure a o,oo5 pour 
100 arretent, au contraire, la croissance de la moisissure. 

Fabrication de la levure chinoise. — La levure clii- 
noise, dont la preparation demande des manipulations assez 
compliquees, forme, dans 1' Extreme-Orient, Tobjet d'une 
Industrie tres interessante. 

L'outillage que necessite cette fabrication est assez simple ; 
il se compose de nattes, d'etageres, de tamis, d*un mortier 
de granit et d*une auge circulaire. 

Les matieres premieres sont du riz decortique et diverscs 
especes de plantes aromatiques destinees a donner un par- 
fum special a Talcool forme et qui, de plus, agissent incon 
testablement comme antiseptiques. 

Ces plantes sont excessivement nombreuses,' les plus 
connues sont le sinapis alba, le caryophyllus aromalicus, la 
canelle de chine, le jupcr nigrum, les clous de girofle, etc. 
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Les plantes aromatiques et le rlz sont separement reduits en 
poudre et, apr^s pulverisation, reunis et tritures avec de Teau 
pour former une pdte moUe. Cette pAte est mise en forme de 
pet its disqucs epais d*un centimetre qui sont deposes sur une 
natte apres avoir ete ensemences de moisissure a Taide de 
balles de riz que Ton fixe dans la pdte. On porte alors les 
nattes sur des etagferes, on les couvre de paillassons et on 
laisse la moisissure se developper, a la temperature de 28° 
ou 3o*'. \prfes deux jours, les moisissures ont reconvert les 
disques d*un duvet fin ; la levure est alors sechee au soleil et 
preparee pour la vente. 

Le riz employe a la fabrication de la levure n'est pas de 
toute premiere qualite; on pent meme se servir de grains 
casses. 

En Cochincliine, la fabrication de la levure chinoise est 
pratiquee partout de la m^me fagon. Au Cambodge et en Chine, 
on remplace quelquefois le riz par de la farine de haricots ou 
de mai's. 

Distilleries indigenes. — Les distilleries indigenes, pas 
j)lus que les fabriques de levure, ne demandent im ou tillage 
complique. L'installation se compose d'un hangar reconvert 
d'un toit en tuiles. Sous ce hangar sont ranges des fourneaux 
on lignes paralleles et separes par des intervalles dans lesquels 
sc trouvent des bassins pleins d'eau ou plongent des recipients 
servant a condenser les vapeurs d'alcool. Les fourneaux 
niesurent 60 centimetres de haut, i"*,20 de large et [\ metres 
de long. On les utilise pour le chauflage de deux alambics et 
d'une chaudiere destinee a la cuisson du riz. Les fourneaux 
sont chaufles k I'aide d'un feu de bois de paletuvier. 

Le riz qui sert a fabriquer le mout est en partic decor tique 
cl melange a une certaine quantite d'eau chaude. II est place 
dans des chaudieres que Ton recouvre d'une natte et d'un 
couvercle en tole. Dans chaque chaudifere on met 18 kilo- 
grammes de grains, 22 kilogrammes d'eau et on cuit pendant 



LEVUnSS JAPONAISES ET CilL^OlSES 373; 

2 heures. Le riz est alors completement trcmpe. II est ensuite 
etendu sur des nattes ou il regoit la levure chinoise a Tetat de 
poudre fine, apres quoi on le place dans des pots de 20 litres, 
environ qu'on remplit a mi-hauteur. On ferme les pots et on 
laisse la saccharification se produire. Lorsque Tamidon est 
transforme, c'est-a-diie au bout de 3 jours environ, on rem- 
plit les vases avec de I'eau ; la fermentation commence aussitot 
et, au bout de 48 heures, Toperation est completement ter- 
minee. Le contenu est alors distille dans les alambics. 

Ces alambics sont formes d'une cuve en tole, d'un d6m!&^ 
en bois et d'un chapiteau en terre cuite. Un tubeenbambou^ 
long de 2™,5o et incline a 45**, reunit Talambic au con- 
denseur, dans lequel il conduit lesvapeurs d'alcool. Les alam- 
bics sont places directement sur le foyer. 

Les residus de la distillation servent a Talimentationdu betail. 

Avec 100 kilogrammes de riz et i''*^,5oode levure chinoise, 
on obtient couramment 60 litres d'alcool a 36", soit 18 litres 
a 100**. La richesse des phlegmes varie suivant les distille- 
ries ; elle n*est jamais inferieure a 34° ni supericure a 42®. 

Emploi des moisissures dans les industries de 
fermentation des pays non asiatiques. — Au point 
de vue de Tutilisation des matieres premieres, la levure chi- 
noise, ainsi que la levure japonaise, fournissent des resultats 
bien mediocres dans leurs pays d'origine. 

D'apres Atkinson, le rendement en alcool dans la fabrica- 
tion du sake atteint seulement 5o a 56 pour 100 du rende- 
ment theorique. 

La levure chinoise fournitun travail encore plus mediocre. 
D'apres Calmette, 100 kilogrammes de riz decortique, ayant 
une teneur en amidon de 81 a 84 pour 100, fournissent, dans 
les distilleries de Cochinchine, environ 18 litres d^alcool. 

Ce resultat peu satisfaisant doit ^tre attribue en grando 
partie k Tinsuffisance des installations ainsi qu'a la malproprete 
dans le travail. 

Effront. Les Enzymes. 18 
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A premiere vue, on doit admettre que le travail a Taide des 
moisissures est susceptible d'etre ameliore et de fournir 
des resultats industriels analogues et peut-etre meme supe- 
rieurs a ceux du travail ordinaire. 

Et, en realite, Temploi des moisissures presente de trfes grands 
avantages. Le travail parait ^tre beaucoup plus simple; la 
levure et le malt se trouvent supprimes et remplaces par une 
moisissure qui se cultive tres facilement et qui est moins sen- 
sible que le malt et la levure a Taction de la chaleur et a 
celle du milieu. Mais pour rendre pratique Temploi des moi- 
sissures, il est, avant tout, indispensable d'abandonner les 
methodes orientales, de s'adapter aux conditions des dis- 
tilleries europeennes et de chercher a creer un procede 
rationnel. 

Cette question a ete ^tudiee par le chimiste japonais Taka- 
mine, ainsi que par Colette et Boidin. 

Takamine s'occupe de Tapplication des moisissures a I'ln- 
dustrie des fermentations depuis une dizaine d'annees. 

Au d^but, il a cherche tout specialement un milieu pro- 
pre au developpement de Taspergillus orizae, qu'on cultive 
exclusivement, au Japon, sur du riz decortique et passe a la 
vapeur. 

Pour fournir a la plante Telement mineral, on ajoute ge- 
neralement une certaine quantite de cendre de camelia japo- 
nica. Takamine remplace la cendre pai* une addition de i a 4 
pour I GO du poids des grains d'un melange de sels dans le- 
quel entrent le tartrate et le phosphate d*ammonium, le sul- 
fate de potassium et le sulfate de magnesie. 

D'apr^s Tauteur, cette addition de sels augmente consi- 
derablement la r6colte et possede encore Tavantage de per- 
mettre de remplacer le riz par d'autres cereales. 

Pour preparer industriellement les cultures d'aspergillus 
oriza), Takamine propose le procede suivant : 

Qn cuit les grains a la vapeur jusqu'a ce que les cellules 
d'amidon soient gonflees; on refroidit; on asperge avec la 
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solution de sels; on melange activement les grains et on 
ensemence avec Taspergillus orizae. Les cereales ensemenc^es 
sont abandonnees k la temperature de 3o® pendant 24 & 36 
heures. On delaie ensuite les grumeaux qui se sont formes et 
on place les' grains sur des plateaux qu'on abandonne dans 
une atmosphere humide jusqu*a maturite complete des cryp- 
togames. La masse moisie puis dessechee a basse tempera- 
ture est tamis^e. On separe ainsi les spores, qui desseches 
de nouveau a une temperature moderee, puis m^lan- 
gees de matieres inertes, servent comme agent de fermen- 
tation. ^ 

Takamine fabrique aussi une esp^ce de malt qu'il denomme 
taka-koji. Pour la preparation de cette substance, il emploie 
de preference le son ou les dreches de brasserie ou de distil- 
lerie et opere comme suit : 

Les matieres premieres sont sterilisees par la vapeur et en- 
semencees avec des spores d'aspergillus orizae, a la tempera- 
ture de 3o®. On emploie i gramme de spores pour 5o kilo- 
grammes de matieres premieres. Le developpement de la nioi- 
sissure se fait dans un germoir tres humide a une temperature 
de 20°-3o°. Apres 24 heures de sejour dans le germoir, 
on etale la masse en couches minces et on laisse croitre la 
plante. Generalement, son developpement est complet apres 
4 a 5 jours. On desseche alors la matiere a une tempera- 
ture nc depassant pas So". 

Takaniine recommande aussi, pour le taka-koji, de separer 
les spores de la matiere par un tamisage sur un tamis en soie. 
Ces spores serviraient, d'apr^s lui, comme agents de fermen- 
tation alcoolique, tandis que le taka-koji lui-meme servirait 
comme agent de saccharification. 

Takamine propose aussi, avec bcaucoup de raison, de se 
servir pour la saccharification d'une infusion claire preparee 
avec le taka-koji. A cet effet, il fait macerer a froid la ma- 
tiere active et il decante le liquide qui est employe comme 
agent saccharifiant, tandis que la partie solide est sou- 
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mise a une cuisson prealable qui permet ['utilisation de 
I'amidon. 

Le taka-koji sert a la fabrication d'un ferment destine a la 
distillerie et a la boulangerie. Pour cela, le son de ble ou les^ 
cer^les sont melangees avec 3 a lo pour loo de taka-koji 
ct 4 a 8 volumes d'eau. On porte la masse a 65® pendant 
i5 Ji 3o minutes et on fait bouillir. On refroidit ensuite a 
Go**; on ajoute une nouvelle portion de taka-koji (3 a lo 
pour I go) et on provoque une seconde saccharification. 
Celle-ci terminec, on separe le liquide des matieres solide* 
par filtration ou decantation, on sterilise le mout et on Tense- 
mence avec les spores des moisissures. II se produit une 
fermentation qui dure de 12 a 16 heures. Lorsqu'elle est 
terminee, le ferment se depose au fond des cuves sous forme 
de matiere pateuse qu'on prcsse et qu'on utilise dans diffe- 
rentes industries. 

Dans le travail de distillerie, d'apres le systeme de Taka- 
mine, on procede de la maniere suivante : 

Les matieres premieres: grains, pommes de terre, etc.,. 
sont cuites sous pression. L'empois est ensuite saccharifie au 
moyen du taka-koji. La saccharification se fait pendant une 
heure a la temperature de 65° a 70® et la quantite de taka-koji 
employee k cct effet est, suivant la quantite de diastase quo^ 
contient le koji, de 3 a 20 pour 100 de la quantite des grains, 
employes. 

La saccharification achev^e, le mout est refroidi a 19® et 
additionne de Icvain. 

Pour la fabrication du levain, on emploie un mout de 
c6r6ales cuites sous pression et saccharifiees par le taka- 
koji. La saccharification de ce mout se fait en deux 
phases. On saccharifie d'abord a 60® pendant une heure et 
on refroidit ensuite lentement le mout jusqu'a 19°. On 
ajoute une nouvelle portion de taka-koji, ainsi qu'un peu 
(le levain resultant d'une operation precedente et on laisse 
fermenter. 
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Les mouts fortement attenues sont employes comme le- 
Tain ainsi que comme levure-m^re pour la fabrication du 
Icvain suivant. 

On emploie generalemcnt de 2 a 10 litres delevain pour 
100 litres de mo6t soumis a la fermentation. 

Dans un brevet pris en 1894, Takamine propose d'utiliser 
industriellement les substances actives des moisissures en 
Ics precipitant a I'etat solide de leurs solutions. 

Pour cultiver les moisissures, on se sert de dreches, de son 
ou d'autres substances amylacees. La culture achevee, on 
reduit ccs substances en poudre et on les fait macerer avec de 
Teau froide pour en cxtraire la maltase. Le liquide, separe 
des substa^ices insolubles, est filtre et precipite avec i a 3 
volumes d'alcool. Le produit ainsi obtenu est place sur un 
filtre, lave a Talcool, a Tether et desseche a une temperature 
moderee. D'aprfes Takaminc, la substance active obtenue par 
cc procede peut avantageusement remplacer le malt dans la 
distillerie et la brasserie. 

Takamine conseille aussi, et cela lui semble tr6s impor- 
tant, d'ajouter a I'infusion active, avant Taddition d'alcool, 
une infusion de matieres brutes, comme le son, les dreches, 
les grains crus, etc. D'apres lui, on augmente considerable- 
ment, par cette operation, I'activite des substances actives 
precipitees. 

D'apres la description du brevet, ce procede parait tres 
seduisant et nous nous sommes empresse de r^peter T expe- 
rience de Takamine ; mais les resultats que nous avons 
obtenus ont ete peu encourageants. 

L'aspergillus oriza) contient un ferment peptonisant qui 
agit tres energiquement sur les matieres albuminoides. 
L'infusion qu*on obtient est tres visqueuse, refuse de liltrer, 
et le precipite resultant du traitement par I'alcool se montre 
Ires peu actif. 

L'addition d' infusion de son, d'infusion de dreches ou de 
grains crus augmente, comme nous Tavons demontre avant 
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Takamine, le pouvoir saccharijQant des diastases de I'asper- 
gillus oriza;, mais n'influe pas sur le pouvoir liquefiant. 
L'exaltation, d'ailleurs, est plus factice que reelle(i). 

Dans un brevet plus recent, Takamine propose un systeme 
pour la culture des moisissures et la preparation du liquidc 
actif qui merite d'etre mentionne. 

Pour donner une grande surface de culture, tout en epar- 
gnant les matieres nutritives, il plonge des matieres poreuses, 
fragments de pierre ponce, etc., dans une solution nutritive 
et laisse les moisissures se developper sur ces substances. 

Cette idee tres ingenieuse a ete, depuis, reprise par Colette 
et Boidin; pour produire industriellement une vegetation 
d'amylomyces Rouxii, il impregne des pailles avec le liquide 
nutritif, les sterilise et les ensemence ensuite avec le mycelium. 
Pour favoriser le developpement de la moisissure, il fait 
passer un fort courant d'air au travers de la masse. 

II obtient, par ce moyen et avec relativement peu de sub- 
stances nutritives, des vegetations abondantes. 

Le travail des grains par I'amylomyces se fait, d'apres la 
methode de Colette et Boidin, de la maniere suivante : 

Les matieres amylacees, ajoutees a une quantite d'eau 
double de leur poids, sont cuites pendant 3 lieures sous une 
pression de 3 1/2 a 4 atmospheres. La masse cuite est mise 
au contact du malt vert broye, sans depasser pendant celte 
operation, la temperature de 70®. 

Le poids de malt employe, evalue en orge, est de i 1/2 a 
2 pour 100 du poids total de matieres amylacees mises en 
travail. La liquefaction par le malt dure environ une heure. 
Le mout est alors sterilise dans une sorte de grand auto- 
clave ou Ton maintient une pression de 2 atmospheres, apres 
quoi il est ensemence et mis en fermentation. 



I. Voir Comptes Rendus de VAcademie des Sciences, 1892. — 
Tome cix, page i3a4- 
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Cette fermentation se fait dans des cuves speciales munies 
d'agitateurs, d'injecteurs d'air et de vapeur. Le mout 
bouillant, arrivant du sterilisateur, est introduit dans les 
cuves, construites de telle fagon que toute infection puisse 
^tre evit^e. Le refroidissement du moAt se fait dans les cuves 
de fermentation oil il est amene a la temperature de 38° et 
neutralise. Le milieu neutre est, en effet, indispensable au 
developpement normal de I'amylomyces. Les cuves sont 
alors ensemencees avec des cultures d'amylomyces, develop- 
pees sur une petite quantile de matieres amylacees, apres quoi 
on injecte de Fair sterilise et on fait marcher Tagitateur. 

Cette agitation a pour but d*emp6cher la moisissure de 
se d^velopper en surface, parce qu'en se developpant de cette 
maniere elle brulerait le sucre du mout. 

Apres 20 heures, le developpement du cryptogame est 
acheve. On refroidit alors vers 38**-33® et on ensemence une 
seconde fois le mout avec une culture pure de levure. C'est 
cette levure ajoutee qui produit la fermentation alcoolique. 
La moisissure, pour arriver au meme resultat, demanderait 
beaucoup plus de temps. Au bout de trois jours, la fermen- 
tation est achevee et le mout pr6t pour la distillation. 

JExamen critique des precedes orientaux. — Les 
tentatives faites par Takamine, Collctte et Boidin pour intro- 
duire Temploi des mucedinees dans Tindustrie des fermenta- 
tions ont donne lieu k toute une serie de travaux critiques qui 
ont paru dans differentes revues de distillerie et de bras- 
serie. Les organes techniques se montrent, en general, tres 
reserves sur la valeur de la nouvelle methode. 

En general, lorsqu'il s'agit d*un.procede industriel, le seul 
criterium auquel on puisse recourir c'est le resultat pra- 
tique auquel il conduit. Or, les resultats de ce genre nous 
manquent encore, a Theure actuelle, pour ce qui est de I'em- 
ploi des moisissures en distillerie. Sauf quelques usines ou les 
inventeurs experimentent leur procede, on ne connait pas 
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•encore de distillerie qui marche regulierement par la nouvellc 
methode. Dans ces conditions, il serait premature de sc 
prononcer definitivement sur la valeur de cc mode do 
fabrication. 

Nous avons neanmoins cherch6 k comparer les differents 
{brevets de Takamine avec eux de CoUette et Boidin, puis- 
<ju'ils sont censes constituer des proc^des differents. Cettc 
-comparaison ne nous a pas conduit a des conclusions precises. 

Le mode de fabrication de Takamine, quoiqu'il soit do 
7 ans anterieur a celui de CoUette et Boidin, possede, avec co 
•dernier, de tels points de ressemblance, qu'on pent facilement 
les confondre. 

La lecture des brevets relatifs a I'emploi des moisissures 
revile, avant tout, le manque absolu de modestie des inven- 
teurs et montre les illusions qu'ils se font, quant a Tetenduo 
<le leur decouverte. 

Takamine, dans ses brevets pris en 1891, reclame, commo 
«tant sa propri^t^ exclusive, Temploi dans les industries do 
fermentation de toute moisissure susceptible de produire uno 
saccliarification et une fermentation des mati^res amylacees. 
ou m^me une seule de ces transformations. 

Sept ans plus tard, CoUette et Boidin emettent aussi des 
pretentions a Texclusivite de cet emploi. lis revendiquent, 
•comme etant le resultat de leurs recherches, I'emploi do 
toutes les moisissures k la fois fermentantes et saccharifiantes. 

On pourrait, k la rigueur; excuser la naivete du chimistc 
japonais qui est ^videmment peu au courant de notre litte- 
rature, mais la m6me excuse n'existe pas pour les chimistes 
frangais. L'utilisation des mucedinees, ainsi que des levures 
se trouve depuis longtemps dans le domaine public. II est 
permis de faire breveter un mode spfcial de travail a I'aide 
des moisissures, mais non pas le principe m6me de leur 
emploi. 

Par la lecture du brevet, il est fort difficile de voir en quoi 
consiste, en reality, Tinvention de CoUette et Boidin. On 
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pourrait, a la rigueur, caracteriser leur proced6 par la sterili- 
sation des mouts ct le developpement de cultures purcs dans 
CCS mouts sterilises. 

Takamine, en effet, ne sterilise que les levains et produit 
la fermentation dans des mouts saccharifies a haute tempe- 
rature. Mais, par un malentendu incomprehensible, CoUette 
et Boidin reviennent, dans des brevets additionnels, sur leur 
mode de travail et pretendent que la sterilisation des mouts 
peut Stre supprimee. Ce n'est done pas en cela que consiste 
le principe de leur proced6. 

On pourrait aussi croire, apres Tetude de quelques-uns 
des brevets des inventeurs, que Takamine emploie exclusive- 
nient Taspergillus orizaj et que Gollette et Boidin ne se ser- 
vent que de I'amylomyces. Mais quand on prend connais- 
sance de tous les travaux qu'ils ont publics, on constate qu'il 
n'en est pas ainsi. 

En resume, il est regrettable que Takamine n'ait pas 
limite ses pretentions a Taspergillus oriza?, ce qui aurail 
rendu son procede incontestablement sup^rieur h cclui de 
ses concurrents. 

En somme, I'inter^t pratique qu'offrent les moisissures 
tient uniquement a leurs proprietes saccharifiantes. 
. Par la suppression du malt pour la preparation des levains, 
on est arrive a reduire presque a zero le cout de la levure et 
il reste peu ou rien a faire dans cette voie. Au contraire, une 
economic sur le malt destine a la saccharification des moAts 
presenterait un reel avantage. 

L aspergillus orizaj est incontestablement un producteur 
de diastase plus actif que Tamylomyces Rouxii et, k ce point 
de vue, il est beaucoup plus interessant pour la distillerie. 
La levure japonaise presente encore d'autres avantages sur 
Tamylomyces Rouxii. L'aspergillus orizaj secrete, non seule- 
ment de la maltase, mais aussi de la sucrase. II peut, par 
consequent, 6tre utilise dans les distilleries de melasses et de 
bctteraves ou Famylomyces Rouxii ne serait d'aucune utilite. 
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Le precede de CoUette et Boidin ne permet pas d'obtenir 
des mouts contenant plus de 4 a 5 pour loo d'alcool, tandis 
que Taspergillus orizae peut fournir des mouts contenant 12 
pour 100 etaudela d'alcool. 

De plus, avec Taspergillus oriza) on n*a pas besoin d'ins- 
tallations speciales, tandis qu'avec le systeme a Tamylomyces 
Rouxii, il faut proceder tout d'abord a un bouleversement 
complet et fort coAteux du materiel de fabrication. 

Ce sont Ih des defauts qui sont surtout particuliers au 
proc^de CoUette et Boidin, mais il en est d'autres qui sont 
communs aux deux methodes : 

I** Les moisissures sont des agents oxydants et, comme 
tels, ils provoquent toujours de grandes pertes en hydrates de 
carbone ; 2° Talcool produit par les moisissures a un gout 
sui generis J et contient beaucoup plus d'impuretes que celui 
resultant de Temploi de bonnes levures ; 3° les moisissures 
fournissent, en general, des quantit^s treslimitees de diastase 
et, pour, aboutir i un resultat, il faut laisser se developper dans 
les mouts une culture abondante qui influe forcement sur le 
rendement en alcool. 

On peut conclure des considerations qui precedent : tout 
d'abord que Tactivit^ des chercheurs n'est nuUement res- 
treintc par les brevets pris et, ensuite, qu'il faudrait apporter 
de biens grandes ameliorations aux procedes d'emploi des 
moisissures pour qu'ils devinssent pratiques. II faudrait qu'on 
etudiat d'une fa^on approfondie les conditions de developpe- 
ment des moisissin*cs en question et il serait necessaire aussi 
de les amener, par une acclimatation systematique, a produirc 
une secretion diastasique plus active et moins sensible aux 
conditions du milieu. 

Jusqu'a present ce sont surtout des compagnies financieres 
qui se sont occupees de la question ; il y a lieu d'exprimer 
Tespoir que des savants desinteresses s'y appliqueront a leur 
tour. 
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CHAPITRE XX 

ENZYMES DES HYDRATES DE CARBONE 

Tr^halase. 

La trehalase est une substance active agissant sur le tre- 
halose, Sucre isomere du maltose r^pondant k la formulc 

G«2H22 0H-f-2H*0. 

Ce Sucre joue dans beaucoup de plantes le role de sub- 
stance de reserve. Wigers et Mitscherlich ont constate sa pre- 
sence dans le seigle ergote et Berthelot dans le trehala de 
Syria. 

On le retrouve frequemment et en grande quantite dans 
les champignons frais d'ou il disparait presque completement 
pendant la dessiccation. II entre, par cxemple, a raison de lo 
pour lOO dans les matiires seches de I'agaricus muscarius. 

Le trehalose ne reduit pas la liqueur de Fehling et se trans- 
forme en glucose sous Taction des acides. 

Une hydratation analogue pent s'obtenir par I'emploi d'un 
enzyme, la trehalase, decouverte par Bourquelot. 

Ce savant a constate la presence de cet enzyme dans I'as- 
pergillus niger, dans le penicillum glaucum, ainsi que dans 
(I'autres champignons. Cette substance active se retrouve 
encore dans le malt ainsi que dans Tintestin grele. 
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La transformation du trehalose en glucose peut ^tre ex- 
primee par la formule suivante : 

G<2H220H _j_ Hao = 2C«H<206 
trehalose glucose 

L'adion diastasique peut etre constatee par le changement 
des pouvoirs rotatoire et reducteur du liquide. 

Le trehalose a un pouvoir rotatoire de [a] d. 198, tandis 
que le pouvoir rotatoire du glucose est seulement de [a] d. 
52,4. 

L'essai de la tr^halase se fait dans une solution de tre- 
halose a 2 pour 100, i la temperature de 33°-35**. 

La trehalase est beaucoup plus sensible k Taction de la 
chaleur que la maltase. A 54° son action est deja paralysee 
ct k 64° la substance active est completemement detruite. 

Les reactions du milieu ont aussi une influence tris grande 
sur le trehalose. Une acidite correspondant a 2 ou 4 milli- 
grammes d'acide sulfurique se montre favorable a la trans- 
formation du trehalose par les enzymes, mais, si Ton 
augmente la dose d'acide, Tactivite diminue et en presence 
de 0,2 grammes. Taction de Tenzyme est presque comple- 
ment paralysee. 

D'aprfes Fischer, une infusion de malt peut produire le de- 
doublement du trehalose, tandis que la diastase salivaire, 
la pty aline, n*a pas cette propriety. 

L'amylase, precipit^e et purifiee d'apres la methode de 
Lintner, agit energiquement sur le trehalose. En abandonnant, 
a la temperature de 35°, 10 centimetres cubes d'une solution 
de trehalose a 10 pour looavec un demi-gramme d'amylase, 
on a constate la formation de o,5 grammes du glucose. 

Emile Fischer a rencontr^ la trehalase dans la levure 
de Frohberg. Get enzyme se trouve retenu dans les cellules 
de cette levure et diffuse difiicilement dans le milieu 
ambiant. 
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C'est pour cette raison qu'un extrait aqueux de levure ne 
possede pas la propriete de transformer le trehalose, tandis 
qu'en presence des cellules de levure le trehalose se trans- 
forme en glucose. 

En ajoutant 5 grammes de levure k i gramme de treha- 
lose dissous dans 10 centimetres cubes d'eau, Fischer a pu 
constater, apres 4o heures d'action a la temperature de 33®, 
la formation de 0,2 grammes de sucre reducteur. 

D'apris ce savant, Texistence de la trehalase peut etre mise 
en doute et il admet que c'est Tamylase qui produit la trans- 
formation du trehalose en glucose. 

L'amylase aurait done, d'apres Fischer, la propriete d'agir 
sur Tamidon en donnant du maltose et sur un isomere du 
maltose en donnant du glucose. 

Pour prouver Texistence de la trehalase, nous avons fait 
r experience suivante : 

Des quantites egales de levure, cultivee dans un mout ste- 
rilise, sont ajoutees, dans les memes conditions, a une solu- 
tion de dextrines et a une solution de trehalose. On laisse les 
2 solutions pendant 2 jours a 3o" et on les analyse ensuite. 
On emploie pour ces essais 2 grammes de levure, 26 cen- 
timetres cubes d'une solution d'amidon soluble a i pour 100 
et 20 centimetres cubes d'une solution de trehalase a 10 pour 
100. L*action de la levure a lieu en presence de chloroforme. 

La solution de trehalose fournit, dans ces conditions, o,3/l 
grammes de glucose, tandis que dans la solution d'amidon 
soluble, on ne constate pas de traces de sucre. L'enzyme secrete 
par la levure n'est done pas Tamylase et, le fait que la diastase 
de Lintner agit sur le trehalose, prouve seulement que cette 
diastase contient, a cote de Tamylase, encore d'autres 
enzymes. 

Lactase. 
Pasteur a demontre que le sucre de lait traite par les acides 
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mineraux est transforme en galactose et glucose d*apres Te- 
quation : 

CI2H220H -J- H20 = G6H*20fi -f- C6H<206 

lactose glucose galactose 

Dans les cellules vivantes, la transformation du lactose 
s'opere k Taide d'un enzyme qui produit la meme action que 
Tacide. 

Pendant longtemps T existence de ce ferment a ete raise 
en doute et la transformation du sucre de lait dans Torga- 
nisme attribuee a Tactivite vitale. 

Beyerinck a constat^, le premier, la presence de la lactase 
dans certaines especes de levures qu'on retrouve dans le fro- 
mage et le kefir. Depuis, Duclaux, de Kayser et Adametz 
ont retrouve d'autres races de levures qui secretent la memo 
diastase. Emile Fischer, reprenant Texperience de Beyerinck, 
a confirme que Tinfusion filtr6e de kefir agit sur le lactose. 

Comme dans le kefir les saccharomyces agissent en sym- 
biose avec d'autres micro-organismes, il etait interessant de 
rechercher si 1' enzyme est secrete par la levure ou par les 
bacteries qui Taccompagnent. Les essais que Fischer a faits 
a ce sujet ont etabli les faits suivants : 

I** Certaines levures alcooliques sont aptes a faire fer- 
menter le lactose ; 2° Taction d'une levure sur le sucre de 
lait depend uniquement de sa faculte de secreter la lactase. 

L'enzyme agissant sur le lactose est rctenu a I'interieur des 
cellules et diffuse tres difficilement dans le milieu ambiant. 
En broyant les cellules de levure avec de la poudre de 
verre, il est encore difficile d*en extraire la substance active. 

La diffusion de la diastase des cellules est acceleree par le 
chloroforme. 

La lactase peut Stre precipitee de ses solutions par ralcool 
sans perdre completement son activite. 

L'action de la lactase sur le sucre de lait peut etrc con- 
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trolee a I'aide du polarimetre : par la transformation du 
lactose en dextrose et en galactose la rotation du liquide 



augmente sensiblement d'un tiers. 

Le lactose et le dextrose ont un pouvoir rotatoire de [a] d. 
-j- 52,5, tandis que celui du galactose est de [a] d. -|- 83. 

Inulase. 

Gertaines plantes renferment comme substance de reserve 
un hydrate de carbone appele inuline. 

Ces plantes conlicnnent gencralement en meme temps un 
principe actif qui transforme cet hydrate de carbone en un 
Sucre assimilable. 

Cet enzyme a ete decouvert par J.-R. Green qui lui a 
donne le nom d' « inulase » . 

La presence de I'inulase a ete constatee dans les tubercules 
des topinambours en voie de formation, dans Taspergillus 
niger, dans le penicillum glaucum, dans les tubercules des 
dalhias. D'apres Bourquelot, il est a presumer que cet 
enzyme se trouve encore dans la chicoree, dans Tail, dans 
Toignon, ainsi que dans beaucoup d'autres vegetaux. 

Par Taction de I'inulase, T inuline est hydra tee et trans- 
formee en levulose d'apres la formule : 

(G6H*0O5)*8-h18H2O= 18G«H«20C 
inuline levulose 

D'apres Green, cette transformation se fait par une hydra- 
tation progressive de Tinuline, avec formation de matieres 
intermediaires. Etant donne que la molecule d'inuline est 
Ires complexe, on pent admettre que, pendant Thydratation, 
il se forme a cote du levulose differentes inulines ay ant des 
poids moleculaires differents. 

Toutefois, rinulineapres avoir subi une hydratation parlielle, 
possede le meme pouvoir rotatoire qu'avant d'avoir subi Tac- 
tion de la diastase. 

Effroxt. Les Enzymes. ig 
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L 'existence des matieres inlermediaires est d'autant plus 
problematique que la formation de ces corps par Taction des 
acides n'a pu etre constatee. 

La temperature optima de Tinulase se trouve entre 5o* 
et 60°. 

L'action de Tenzyme est influencee par la reaction du 
milieu. Dans un liquide neutre ou en presence de o,oo5 
d'acide chlorhydrique, I'hydratation marche regulierement. 
En presence de doses croissantes d'acide, I'activite de Tenzyme 
decroit. En presence de 0,2 d'acide ou de i,5 de carbonal<5 
de sodium, la diastase est detruite. 

L' influence de la reaction du milieu se manifeste plus ener- 
giquement a fio^ qua io°-i5°. 

La transformation de Tinuline en levulose pent etre suivie, 
soit par I'observation du pouvoir rotatoire, soit par celle du 
pouvoir reducteur. 

L'inuline a un pouvoir rotatoire de [a] d. — 36, tandis que 
ie levulose donne une rotation a gauche presque double. 

Dans les distilleries qui emploient les topinambours 
comme matiere premiere, on est force d'invertir l'inuline 
lorsqu'on tient a obtenir un rendement convenable en alcool. 
Pour elTectuer cette transformation, on a conseille d'eni- 
ployer le malt d'orge. 

Cette methode est absolument mauvaise car I'amylase est 
sans action sur l'inuline et le malt ne contient pas d'inulase. 

La transformation de l'inuline en levulose peutse faire tres 
facilement : il sulHt de cuire les matieres premieres sous une 
faible pression pour aboutir a une inversion complete. 



Pectase. 

Dans les pulpes de carotles et de betteraves ainsi que dans 
les parties molles des fiuits, Fremy a rencontre une maliere 
de reserve a laquelle il a donne le nom de pectose. 
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Cette substance est insoluble dans I'eau et dans Talcool. Elle 
ressemble beaucoup a la cellulose. 

Le pectose subit une suite de transformations pendant la 
maturation des fruits: il se transforme en pectine et ensuitc 
en pectates. 

La pectine est une substance neutre qui" donne avec I'eau 
une solution visqueuse precipitable par I'alcool. 

La transformation du pectose en pectine est tres probable- 
ment produite par un enzyme qui, cependant', n'a pas encore 
etc isole. 

La transformation de la pectine en pectates est mieux connue 
et I'intervention d'un enzyme est, ici, defihitivement etablie. 

Cette substance active porte le nom de pectase. Ge nom 
devrait appartenir a la substance agissant- sur le pectose et 
non pas a Tenzyme transformant la pectine. Gette demiere 
diastase, d'apres la nomenclature actuelle, dfevrait plutot sc 
nommer « pectinase ». 

La composition de la pectine n'est pas definitivement eta- 
blie. D'apres Fremy elle aurait la formule : 

et, d'apres Chandnew : 

G28ni2o^*. 

Le mecanisme cfe la reaction pi-oduite par la pectase est 
Ires peu connu. 

II n'est m^me pas nettement etabli que la reaction se pro- 
duise par hydratation et il se peut tres bien que le mecanisme 
de la reaction consiste en un changement moleculaire de m^me 
nature que celui que Ton constate dans la transformation du 
Sucre en acide lactique. 

L'action de la pectase sur une solution de pectine se mani- 
feste par la gelatinisation du liquide et la formation d'une 
substance reductrice. 

Bertrand et Mallevre ont demonlre que la reaction se pro- 



2(jj LES ENZYMES 

<luit seulcment en presence de certains sels. Une solution de 
pec tine pure additionnee de pectase exempte de sels de calcium 
ne devient jamais gelatineuse. 

La solidification du liquide se produit instantanement si 
Ton ajoute au melange quelques gouttes d*une solution de 
ohlorure de calcium, substance qui, sans pectase, ne pourrait 
aucimement produire la gelatinisation. 

Le sel de calcium pent etre remplace par ceux de baryum 
ou de strontium qui jouent absolument le m6me role. 

Pour obtenir une solution de pectase, on se sert de carottes 
recoltees au cours de la vegetation, parce que c'est a ce mo- 
ment que ces plantes contiennent le plus de diastases. II est 
bon de decortiquer les carottes et ne se servir que de la partie 
centrale, I'ecorce ne contenant que peu de pectase. 

On reduit la substance en pulpe et on en extrait le jus par 
pression ; par cette manipulation on obtient 70 a 80 pour 
100 d'un liquide trouble qui est additionne d'un peu de 
cliloroforme et filtre. 

Ce liquide se montre tres actif dans une solution de pectine 
pure. Pour cqnserver la solution de pectase (iltree, on precipite 
les sels de cliaux et de magnesie par addition d'oxalate alcalin. 
La dose d'oxalate n&essaire pour cette precipitation est deter- 
niinee par Tanalyse, au point de vue de sa teneur en sels, du 
jus des carottes employees. Du reste, la quantite de sels con- 
tinues dans le jus varie tres peu avec les especes de carottes; 
l)our 3 echantillons differents Bertrand a obtenu les chiffres 
vsuivants: 

I 
Chaux pour 100. . . ogroi6 

Magnesie pour 100. . . » 

II est bon, dans la pratique, d'employer un tiers d'oxalate 
alcalin en plus de la dose calculee d*apres la teneur en sels. La 
solution de pectase additionnee d'oxalate devient rapidement 
clai re et, apres fdtration , donne un liquide parfaitement limpide. 
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Ce produit pent se conscrver long temps quancl on I'adcli- 
tionne de chloroforme, et qu'on le met au frais, en flacons 
plains et a Tabri de la lumiere. II ne produit pas de gelee 
dans unc solution de pectine exempte de sels. 

Pour preparer le pectose a I'etat pur, on se sert de trelles. 
Ces plantes sont broyees dans un mortier en fer; la masso 
est ensuite pressee, puis le jus, additionne de chloroforme, est 
place a Tabri de la lumiere. Au bout de 24 heures, il se produit 
dans le liquide un coagulum qui en permct la filtration. Dans 
le liquide filtr^, on pr^cipite la diastase par I'alcool, commc 
on I'a fait pour les autres enzymes. 

Dosage de la pectase, — La pectase est tres repandue 
dans le regne vegetal. On la trouve dans les tiges, les fleurs 
et les feuilles de differentes plantes. 

Bertrand et Mallevre proposcnt la methode suivante pour la 
doser : 

A un volume d*une solution de pectine k 2 pour 100 on 
ajoute un volume de sue cellulaire et on mesure la force diasta- 
sique par le temps que le liquide demande pour segelatiniser. 

Void les resultats obtenus avec les jus de differentes 
plantes : 

Tomates 48 heures. 

Vigne a4 — 

Garottes 2 — 

Mais (feuilles) 8 — 

Trefle 10 minutes. 



En employant cette methode, Bertrand et Mallevre ont 
etudie I'influence du milieu sur la pectase. 

Differents ^chantillons d'une meme solution de pectine ont 
etc acidifies a des degres varies et additionnes d'une meme 
quantite de pectase : 
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La pectasc est influencee defavorablement par la reaction 
acide du milieu. 0,06 d'acide pour 100 de liquide produisenl 
un retard de Irois heures dans la coagulation. Cependant, 
Tacide ne detruit pas facilement ccttc substance active. 

En neutralisant les solutions acides devenus peu actives, on 
aboutit de nouveau a dcs liquides agissant ties rapidement. 
(]lette resistance de la pectase a la reaction acide explique 
pourquoi Taction de la pectase est peu energique dans les 
imits verts: avant la maturation, I'enzyme est en presence 
d'une forte dose d'acide et il n'agit pas ou n'agit que tres 
faiblement, tandis que pendant la maturation Tacidite disparait 
et Taction de la pectase se manifeste avec beaucoup plus 
d'intensite. 

Gytase. 

La cellulose est souvcnt assimilee par les cellules vegetales. 
Cette assimilation est precedee d'une liquefaction et d'une 
transformation plus ou moins profonde. L'agent qui produit 
ce changement est la cytase. 

Comme il existe dcs celluloses dont les proprietes different 
no tablemen t, il faut, a priori, admettre aussi Texistence de 
differents ferments cytohydralysants. 

Sachs a constate, le premier, que, pendant la germination 
(les noyaux de dattes, la cellulose de Talbumen se dissout 
graduellement et que les produits formes sont absorbes par 
les jeunes plantes qui, avec la cellulose, produisent Tamidon 
transitoire. 



CYTASE 295 

Green, en traitant par la glycerine les noyaux de dattes 
germes, a obtenu une solution active cjui provoque le gonfle- 
ment ainsi que la dissolution partielle de certaines celluloses. . 

La destruction des tissus vegetaux par les moisissures doit 
aussi ^tre attribuee a une secretion de cytascs, seulement, 
I'isolement de ces enzymes se fait tres difficilement et leur 
existence a ete pendant longtemps mise en doute. 

La difficulte que Ton rencontre, quand on veut isoler cette 
diastase, provient probablemcnt de son alterabilite. II est pro- 
bable que ces enzymes sont detruits aussi rapidement qu'ils 
apparaissent et que c'est pour cela qu'on ne les retrouve pas 
accumules dans les cellules. 

Une cytase plus stable a ete decouverte par Brown et 
Morris dans Ic malt seche a I'air. Pour obtenir cet enzyme h 
Tetat solide, on precipite une infusion de malt par Talcool et 
on desseche le precipite dans le vide. 

Le produit obtenu contient, a cote de I'amylase, un ferment 
cylohydralysant. 

L'activite de ce ferment se manifeste par sa propriete de 
dissoudre Tenveloppe cellulosique des grains d'amidon. On 
peut le verifier en le faisant agir sur 1' albumen de Forge. 
Pour cela, on plonge des coupes tres minces d'albumen d'orge 
dans une infusion de malt et on constate que les parois cellu- 
laires se ramollissent puis entrent partiellement en solution. 

La cytase apparait des le debut de la germination des 
cereales et bien avant Tamylase. 

L'action dissolvante de la cytase pendant le maltage s'exerce 
dans toute Tetendue de Tendosperme et, grace a elle, le 
grain germe devient friable et farineux. 

On peut aussi produire artificiellement cette transformation 
en plagant un grain d'orge prive de son germe dans une in- 
fusion de malt. Par un sejour prolonge I'albumen change 
completement d'aspect ; il devient farineux et friable, tandis 
que si Ton chaufFe f infusion prealablement a 60°, on n'obtient 
plus le meme cffet. L'amylase de la solution n'a cependant 
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pas perdu, a cette temperature, son pouvoir hydrolysant sur 
ramidon, tandis que la cytase a ete detruite. 

La transformation que produit la cytase pendant la ger- 
mination a ^te peu etudiee au point de vue chimique. II est 
fort probable que la cellulose est transformee en sucre, mais 
il se pent aussi que Taction de la cytase soil moins profondc. 

Pendant la germination, d'aprcs J. Gruss, les parois cel- 
lulaires sont seulement en partie liquefiees et Taction de la 
cytase se reduit a degager les cellules amylacees et a facility* 
indirectement Taction de Tamylase. 

En cultivant le germe des cereales sur differents milieux, 
BroAvn et Morris ont constate que la presence d'un hydrate 
de carbone assimilable influe defavorablement sur la secretion 
de la cytase. lis ont aussi constate qu'unc faible acidite du 
milieu est, au contraire, Ires favorable a la secretion. 

En general, toutes les conditions qui favorisent la secretion 
de Tamylase sont egalement favorables a cellc de la cytase. 

Garoubinase. 

La caroubinase est un enzyme agissant sur un hydrate de 
carbone isole des grains des ceratonia siliqua et auquel nous 
avons donne le nom de caroubine. 

Get enzyme produit un action liquefiante et saccharifiante 
sur Talbumen des graines du caroubier et joue un role tres 
important pendant la premiere periode du developpement de 
cette plante. 

L'aibumen des grains du ceratonia siliqua se trouve par- 
tiellement compose d'un hydrate de carbone qui se presents 
sous forme d'unc masse homogene et cornee, ne se colorant 
pas par Tiode et possedant quelques proprietes voisines de 
celles de la gelose. 

Pour preparer cet hydrate de carbone a Tetat pur, on de- 
barrasse les graines de leur enveloppe exterieure ainsi que de 
leur germe et on fait dissoudre Talbumen dans Teau chaude. 
On precipite ensuite la solution par Talcool. 
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L'operation se fait de la maniere suivanlc : on laissc trcniper 
les graines pendant cinq ou six jours en renouvelant le liquide 
3 ou 4 fois par jour. Les graines se gonflcnt fortement ot 
absorbent 3 fois leur poids dVau. Dans cet elat, il est aise 
de separer Talbumen du spermoderme et de Tembryon. 
Gent grammes de germes sees fournissent 53 grammes d'al- 
bumen. Le gonflement de la graine pendant le trempage est 
du presquc cxclusivement ti la substance mucilagineuse qu'elle 
renfermc et qui constitue un masse elastique et resistante. 

En soumettant I'albumen a Taction de Teau chaude, an 
bain-marie, on obtient une gelee transparente qu*on pent 
filtrer sur un filtre de soie. 11 est bon d'empio) er une quantite 
d'eau suffisante pour obtenir un sirop epais. 

Pour precipiter la caroubine, on ajoute a ce sirop refroidi 
deux fois son volume d'alcool a 98**. L'liydrate de carbone 
se depose en longs filaments que Ton reunit sur un linge. 

Le premier precipite ainsi obtenu contient de 2 a 3 pour 100 
de matieres albuminoides et de sels, qu'onelimine facilement 
en redissolvant le produit dans Teau et en le precipitant do 
nouveau par Talcool. En traitant huit a dix fois success! vement 
Talbumen par I'eau chaude, on arrive a une extraction presque 
complete de Thydrate de carbone qu'il renferme. 

Le produit, purifie et seche a 100**, se presente sous la 
forme d'une substance blanche, spongieuse, tres friable^ 
ayant la formule chimique des celluloses. 

Aulieu d'alcool, on pent egalement se servir d*eau de baryte 
qui precipite Thydrate de carbone a Tetat pur. 

La caroubine est facilement hydratee par les acides ainsi 
que par une diastase particuliere : la caroubinase. 

Pour isoler cet enzyme, nous nous sommes servis d'uno 
infusion de graines de caroubier germees. Cent grammes de 
graines germees reduites en pate ont ete mises a maceration 
dans Teau, a la temperature de 3o°, pendant 12 heures. Au 
liquide filtre on a ajoute 3 volumes d'alcool; le precipite a 
ete lave a Talcool, a Tether, puis desseche dans le vide. 
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La substance active obtenue par cette methode se dissout 
facilement dans Teau et donne une reaction avec la resinc 
de gaiac et I'eau oxygenee. 

La caroubinase agit dejii energiquement a ^o", et son ac- 
tion augmente avec la temperature jusqu'a So*' qui est sa tem- 
perature optima; a 70'', Taction devient tres faibleet, a 80*, 
Tenzyme est delruit. 

La caroubinase agit tres faiblement dans un milieu neutre. 
Une addition de 0,01 a o,o3 d'acide formique pour 100 
de liquide favorise Taction de Tenzyme. 

Pour Tappreciation de la force diastasique de la caroubi- 
nase, on prend, comme point de depart, le degre de fluidite 
produit dans une gelee de caroubine. 

On pent aussi juger de la force diastasique par la facilite 
plus ou moins grande avec laquelle le liquide pent etre fdtre. 

La solution de caroubine non transformee par les enzymes 
ne passe pas au travers du fdtre, tandis que la solution de 
caroubine addilionnee d'une quantite suffisante de diastase le 
traverse tres rapidement. 

Voici comment on procede: 

On verse dans des tubes a reaction 5o centimetres cubes 
d'eau; on ajoute o*'*',i d'acide formique normal et i gramme 
de caroubine pulverisee. On melange et on ajoute dans les 
difFerents tubes 2, 5, 7, 10, i5 centimetres cubes du liquide 
actif a analyser. On amene, s'il y a lieu, le volume a 65 cen- 
timetres cubes et on abandonne pendant trois heures a 45®. 

Tous les echantillons rcgoivent une meme dose de chloro- 
forme et les experiences son^ conduites en double : d'une part 
avec de Tinfusion fraiche, de Tautre avec oette meme infusion 
maintenue prealablement pendant une demi-lieure a 90". 

Les tubes n'ayant pas rcQU d'infusion, ou dans lesquels la 
substance a etedetruite par le cliauffage, peuvent etre renverses 
sans que le liquide s'ecoulc, tandis que les tubes ayant regu 
une quantite de diastase suffisante contiennent une substance 
tres fluide qui traverse facilement le fdtre. 
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Pour etudier la secretion de la caroubinase, nous avons 
laisse pousser les germes du ceratonia siliqua dans des 
conditions varices et nous avons suivi la transformation des 
matieres nutritives ainsi que la quantite de diastase formee. 

Le germe, separe de Talbumen et cultive dans Tobscurite, 
se developpe tres lentement et donne, apris liuit a dix jours, 
une radicelle de meme longueur que lui. Transports ensuite 
dans de la terre calcaire et a lalumi^re, le germe se developpe 
en une plantule chetive, qui meurt generalement au bout do 
trois a quatre semaines. 

Tout autre est la marche de la croissance lorsque Tembryon 
isole est cultive sur la caroubinc gonflee ; la germination est 
plus rapide; on obtient une radicelle de la longueur du 
grain et le germe, transporte dans de la terre, se developpe 
rapidement en une plantule a plusieurs branches. 

Pendant la germination k Tabri de la lumiere, la caroubinc 
employee se gonfle fortement et se liquefie en partie, mais 
la quantite d'hydrate de carbone absorbe est peu considerable. 

La liquefaction et Tabsorption de la caroubinc marchent 
beaucoup plus rapidement des que la chlorophylle apparait 
dans la plantule. Le germe, developpe dans Tobscurite et trans- 
porte dans une terre calcaire, absorbe, en trois ou quatre jours, 
une quantite egale a son poids d'enveloppe de caroubinc. 

En prelevant des echantillons a diflercnts stades de la ger- 
mination, nous avons constate que la substance active apparait 
abondamment au moment ou les plantulcs sont completement 
developpees et que la diastase devient plus active quand la 
chlorophylle commence a apparaitrc. 

La caroubinase est un agent a la fois liquefiant et sacchari- 
fiant. 

Quand on analyse la gclee de caroubinc au moment de la 
liquefaction, on constate que le liquide ne contient pas trace 
de Sucre reductcur. 

La caroubinc liquefiee par Tcnzymc est facilemcnt precipi- 
tee par Talcool, mais le precipite n'a plus les proprietes de la 
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caroubine. II est fortement dextrogyre et se dissout facilement 
dans Teau. 

Par une action prolongee de la caroubinase sur la carou- 
bine, on obtient une solution dans laquelle Talcool ne produit 
plus de precipite et on constate la formation d'un sucre reduc- 
teur fermentant facilement sous Tinfluence de la levure de 
bifere. 
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CHAPITRE XXI 

FERMENTS DES GLYCfiRTDES ET DES GLUGOSIDES 

Ferments saponiBants. — Fermeols des glycerides. — Serolypase et 
pancrcatolypase. — Dosage de la lipase. — ioAuence de la temperature et 
de I'alcanite du milieu. — Differences entre les lipases de diverses prove- 
nances. — Ferments des glucosides. — Mirosine, Emalsine, Rhamnase, 
Erythrozime, Betulase. 

Ferments des glyc^rides. — Lipase. 

Le sue pancreatique a la propriete de dedoubler les matieres 
grasses en acides gras et glycerine. 

Cette propriete est due k la presence d'un ferment soluble 
auquel on a donne le nom de steapsine ou lipase. La reaction 
que provoque la steapsine pent dtre replresentee par Tequation 
suivante : 

C3HXG«8H3''Oi)-^ 4- 3 H20 ^ C3HXOH)3 + 3 G<8H^602 
slcarine glycerine acidestearique 

Pour obtenir la steapsine en solution, on fait macerer le 
pancreas dans une solution de carbonate de sodium ou de 
potassium. Elle pent encore s'extraire du pancreas par la 
glycerine. 

Le sue pancreatique agit sur les matieres grasses a la fagon 
d'un agent saponifiant et emulsif. L*emulsion est produite par 
le sue pancreatique, grace a la reaction alcaline et a la vis- 
cosite du liquide et non par Taction de Tenzyme qui y est 
contenu. 

Lc sue pancreatique ainsi que les produits de maceration 
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du pancreas contiennent relativement pcu dc diastase ct la 
saponification dcs matieres grasses est toujours incomplete. 

L'enzyme du sue pancreatique produit son efFet sur d'autres 
substances que les matieres grasses ; elle attaque les graisses 
phosphorees, les lecithines, et les decompose en acidc phos- 
phoglycerique, choline, glycerine et acides gras libres. La 
steapsine agit aussi sur quelques autres ethers: sur Tether 
benzoique de la glycerine, sur le succinate de phenyle, ainsi 
que sur le salol. Elle decompose ce dernier corps en acidc 
salicylique et en phenol. 

Le ferment des glycerides est tres repandu dans le regnc 
vegetal. On a constate sa presence dans le pavot, le chanvre, 
le mais, les graines de colza, ainsi que dans bcaucoup d'autres 
plantes. 

Pour obtcnir un liquide actif contenant de la steapsine, 
Green fait macerer les graines de ricin germees dans unc 
solution de chlorure de sodium a 5 pour lOo, additionnee 
d*une faible quantite de cyanure dc potassium. II dialyse en- 
suite le liquide pour en separer les sels. Cette solution, me- 
langee avec une emulsion d'huile de ricin, decompose asscz 
rapidement I'huile grasse et met en liberte Tacide. 

Une substance active presentant toutes les proprietes de la 
lipase se rencontre dans le penicillum glaucum. 

On constate encore la presence d'une substance analogue 
dans le sang. On I'appelle serolypase. Elle joue un role 
important dans Tassimilation des matieres grasses. Henriot, 
qui a etudie cet enzyme avec beaucoup de soin, a indique unc 
methode pour doser la substance active et a determine I'in- 
fluence de la temperature, de Tacidite et de Talcalinite du milieu 
sur cet enzyme. Pour ce savant, il existe encore une difference 
en4;re la lipase du sue pancreatique et la lipase du sang. 

Dosage de la lipase. — Pour doser la lipase, MM. Hen- 
riot et Camus se servent d'une solution de monobutyrine. 
lis prennent i centimetre cube du liquide contenant la lipase 
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hi (loser, radditionnentde lo centimetres cubes d'une solution a 
I pour TOO de monobutyrine. La solution est cxactement 
saturee de carbonate de sodium, puis chauffee a 25* pendant 
20 minutes. Sous 1* influence de la lipase, le liquide redcvient 
acidc et on evalue cette acidite en saturant a nouveau la solu- 
tion par le carbonate de sodium : le nombre de goultes 
employees sert a-mesurer Tactivite diastasique. 

La solution de carbonate de sodium employee a la satura- 
tion est preparee de telle fagon que chaque goutte du liquide 
alcalin neutralise 0,000001 de molecule d'acide. La force 
diastasique est exprimee par le nombre de millioniemes dc 
molecule d'acide mis en liberte pendant 20 minutes l\ 25" ; 
I centimetre cube de serum, par exemple, estdit posseder une 
force diastasique de 33 si, en 20 minutes, a 25°, il met en liberte 
une quantite d'acide butyrique, de poids moleculaireSS, egal 
, 33X88 

1,000,000' 

Influence de la temperature et des reactions du 
milieu, — La chaleur exerce une influence considerable sur 
I'activite de la lipase. Entre 0° et 5o° elle agit avec une 
energie croissante, mais au dela de cette limite Tactivite dias- 
tasique commence a diminuer et I'enzyme fmit par ^tre 
detruit. 



EN I HBURE 

l3,5 

» 
29,3 

35 

39.5 
56,5 
71.3 
36,1 
aa,6 33,6 



TEMPERATURE 


EN 


QUANTITE 


DB LA h£aCTIOII 


10 UINUTES 


0° 




4.5 


10 




» 


30 




6.7 


35 




10,1 


37 

4o 




i3,5 
16,9 


5o 




33,6 


60 




27.1 



LIPASE 3o5 

La temperature de 60° so montre tres favorable au debut, 
mais, a la longue, detruit la diastase. 

L'influence de la temperature sur la lipase peut etre mise en 
evidence en portant le serum a diflerentes temperatures et en 
Ic faisant ensuite agir sur la monobutyrine a 87". 

SERUM CIIAUFFE ACTIVITE DIASTASIQUE 

a — 

5oo-55" 4 1, 5 

6o°-620 0,7 

65'^-66<* Presque nulle. 
700-720 Nulle. 

L'action de la lipase est proportionnelle a la quantite d'en- 
zyme employe, du moins au debut de Taction. C'est ce que 
montre le tableau suivant : 

QUANTITE DE LIPASE : 0'''5 I*'' I''"5 a***-" 

c3 1 20 minutes. G 11 . ^^ 22 

*£ o ( I heure. 12,5 2,5 87 48 

Q^ I I h. 3o. 20 36 53 62 

"« J 2 heures. 3o 54 73 G6 

On observe la cessation de la proportionnalite, aussi bien 
dansle cas de la lipase que dansceluides autres diastases, lors- 
quc Taction se prolonge ou se fait a des temperatures elevees. 

La glycerine et le butyrate de sodium formes pendant Tac- 
tion, n'ont aucune influence sur Tactivite diastasique; la pre- 
sence de monobyturine est e;^^alement a peu pres sans action 
• sur la saponification. 

L*alcalinitc du milieu influe considerablement sur la 
marchede la saponification par la serolipase. 

Henriot, pour mettre cette action en evidence, a pratique 
Texperience suivante : 

Des melanges identicjues de serum, de monobyturine et 
d*eau (10 centimetres cubes) furent additionnes de doses 
Effront. Les Enzymes. 20 
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variables de carbonate de sodium. Aprcs vingt minutes, il 
determina la quantite de butiryne saponifiee en neutralisant 
avec du carbonate de sodium. Les resultats qu'il obtint sont 
les suivants : 



Execs de carbonate de sodium 

en milligrammes o 

Activity de la lipase 22 



Difference entre les lipases de diverses provenances. 
— Henriot ayant remarque que I'ablation du pancreas dans 
Torganisme n'empeche pas la secretion de la lipase, attribua 
au sang la propriete de secretcr une lipase differente de celle 
du pancreas. II la nomma serolipase, par opposition a la 
premiere qu'il appela pancreatolipase. 

Mais Tablation du pancreas est une operation tres delicate 
et impossible a pratiquer sans laisser des fragments actifs do 
la glande. La lipase, d'autre part, peut se conserver dans le 
sang. L'existence de deux lipases a done besoin d'etre net- 
tcment etablie. 

Ilenriot chercha a differcncier les deux enzymes par leur 
mode de travail et leur sensibilite aux agents physiques el 
chimiques. Pour cela, il prepara deux solutions ayant la 
m^me activite, c'est-a-dire produisant, en agissant sur la mo- 
nobutyrine pendant le m^me temps, la memc quantite 
d'acide butyrique. 

Ces deux solutions dcvraient done, dans Thypothese d'une 
lipase unique, en contenir la meme quantite. Or, lorsqu'on 
laisse se prolonger Taction de la serolipase et de la pancreato- 
lipase pendant 20 minutes, on remarque que la diastase du 
serum produit une quantite d*acide butyrique double de cellc 
fournie par la pancreatolipase. 

D'autre part, Tenzyme du pancreas agit tres dillicilement 
dans un milieu acide, tandis que la serolipase y produit une 
transformation tres energique. 



LIPASE 307 

sue PANCREATIQUE SERUM 

Activity en milieu alcalin (exces de carbo- 
nate de sodium, par litre o»«',2). ... 28 32 
Activite en milieu acide 9 16 

La s^rolipase et la pancreatolipase agissent differemment 
aux memes temperatures : deux solutions de ces enzymes 
possedant la meme activite a i5*^ ont donne les chiffres sui- 
vants a d'autres temperatures. 
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On voit par ce tableau que Taction de la pancreatolipase 
est, jusqu*a une ccrtaine limite, independante de la tempe- 
rature, tandis que la serolipase produit une action beaucoup 
plus energique a 42** qu*a 5o°. 

Enfin, les deux enzymes se difFerencient au point de vue 
de la stabilite. En effet, la serolipase reste inalteree pendant 
des mois, tandis que Tenzyme du pancreas devient inactif au 
bout de quelqucs jours. 

Les lipases du pancreas et du serum se comportent done 
differemment aux memes temperatures et sont influencees 
differemment par la reaction du milieu. En outre, elles pre- 
sentent des caracteres differents de stabilite. Ces proprietes 
ne suffisent cependant pas pour demontrer que la serolipase 
et la pancreatolipase sont deux individualitcs chimiques bien 
distinctes. Dans le cas de la lipase, comme nous I'avons vu 
pour I'amylase et la glucase, ce sont les conditions du milieu 
qui font varier les proprietes de la diastase. Ce sont les sub- 
stances etrangeres qui se trouvent dans Ic sang ainsi que les 
niatieres extractives du pancreas qui donnent des caracteres 
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differents aux deux extraits diastasiques et, en realile, Fen- 
zyme est le meme dans les deux cas. 

Ferments des gluco sides. 

Les glucosides sont des combinaisons de sucres et de sub- 
stances organiques con tenant un ou plusieurs hydroxyles. 

II existe des glucosides dans lesquels le sucre se trouve 
combine avec des alcools, des phenols, des aldehydes ou des 
acides organiques. Ces ethers se retrouvent tres frequemment 
dans les plantes, surtout dans Tecorce et les racines. 

Le mecanisme de la formation des glucosides dans les 
cellules vivants est encore peu connu. II est fort probable 
que leur formation est due a une concentration molecu- 
laire suivie d'une deshydratation, qui serait produite par des 
enzymes particuliers. 

D'apres Gautier, on pent expliquer la formation de cer- 
taines glucosides par une hydrogenation de Taldehyde for- 
mique : 

1 2 CH20 + H20 = C<2H»C07 + 5 H20 

aldehyde arbutine 

formique 

13 CH20 -h 2 H2 z= G<3H'807 -|- 6 H20 

aldehyde salicine 

formique 

Le role que jouent les glucosides dans les cellules est aussi^ 
Ix rheure actuelle, encore peu eclairci. 

Dans quelqucs cas ils jouent, evidemment, le role de 
matieres de reserve. Dans d'autres cas Tassimilation des pro- 
duits de dedoublement des glucosides parait peu probable. 
En effet, on voit apparaitre dans ces corps, a cote du sucre, 
des substances toxiques qui doivent agir tres defavorablement 
sur les cellules. 
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Dans les parties des planles ou Ton constate la presence 
lie glucosides, on trouve presque constamnient des enzymes 
sous rinfluence desquels ces ethers s'hydratent, se dedou- 
blent en regenerant le sucre. Les enzymes des glucosides sont 
generalement enfermes dans des cellules speciales qui les 
separent des substances sur lesquelles ils peuvent agir. 

Les diastases des glucosides offrent cette particularite 
qu'elles agisscnt, non pas sur un seul corps, comme le fail 
par exemple la sucrase, mais sur toute une serie de corps. 

Leur action s*exerce sur de tres nombreux ethers resultant 
•de la combinaison de la glucose avec des corps appartenant, 
soit a la serie grasse, soit a la serie aromatique. 

Emulsine. — En traitant les amandes ameres, reduites 
en poudre, par de Teau, on voit apparaitre une essence aroma- 
tique qui n'existait pas dans les amandes avant le traitement. 

Cette reaction est provoquee par une diastase, Temulsine, 
tsur une substance particulierc contenue dans Tamande : 
Tamygdaline. La reaction peut etre representee parTequation 
suivante : 

G20H27AzOH4-2H2O:r:=2C/H«2O«-h CmcQ -j- GNH 

amygdaline glucose aldehyde acide cyan- 

benzo'ique hydrique 

L'emulsine ainsi que I'amygdaline ont ete decouvertes par 
llobiquet et Boutroux. 

Cette diastase sc trouve dans les feuilles des lauriers- 
cerises ainsi que dans les amandes douces. Avec ces dernieres, 
on n'obtient pas d'essence d'amande et cela par suite de Tab- 
sence d'amygdaline. 

Bourquelot a constate la presence de I'emulsine dans les 
champignons. Ce sont surtout les champignons parasites des 
arbres qui contiennent de fortes quantites de cette substance, 
c'est ainsi qu'il a constate la presence de cet enzyme dans 
Ic polyporus sulfureus, dans I'armillaria mellea et dans le 
polyporus fomentarius. 
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L'emulsine a aussi ete rencontree dans le penicillum glau- 
cum, dans Taspergillus niger, ainsi que dans d'autres moi- 
sissures. 

L'emulsine agit sur un grand nombre de glucosides en 
donnant lieu aux reactions exprimees par les equations sui- 
vantes : 

Avec Tarbutine extraite des feuilles de busserole : 

C«2H<C07 4- H20 = GCH<20« 4- GCHfiQa 
arbuiine glucose hydroquinone 

Avec I'helicine, produit d*oxydation de la salicine : 

helicine glucose hydrure de 

salicyle 

Avec la salicine, extraite de I'ecorce de peuplier ou des 
fleurs du spirea ulmaria : 

G<3H<807 4- H20 = G6H<206 4- C^HSQa 
salicine glucose saligenine 

Avec la phloridzine, extraite de I'ecorce de pomniler : 

C2iH2iO<o + H20 = GfiH<20o 4- G<-^H< *0*> 
phloridzine glucose phloretine 

Avec la daphnine, extraite du daphne gnidium : 

CniH<c09 + H20 = GCH<20c +- G9H«0'' 
daphnine glucose daphnetine 

Avec la coniferine, extraite du laryx europea3 : 

G<6H2208 4- H20 = GCH<20c 4- G«OH<203 

coniferine glucose alcool 

coniferique 

Avec Tesculine de Tesculus hippocastanum, que certains 
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auteurs considerent comme isomere de la daplinine, on obtient 
du glucose et de resculitine : 

csculine glucose esculitine 

L'emulsine agit aussi sur les derives chlores et bromes des 
glucosides. 

D'apres Fische, I'emulsine peut encore transformer le 
Sucre de lait en galactose et glucose. Mais cette assertion a 
besoin d'etre verifiee, car il est fort probable que I'emulsine 
ayant servi pour ces experiences contenait une certaine pro- 
portion de lactase. 

L'emulsine, qui agit sur des corps tres difTerents au point 
de vue cliimique, agit differemment sur les divers glucoses, 
d'apres leur configuration. C'est ainsi qu'elle agit sur le ^ 
methyldextro-glucoside sans avoir d'action sur le a methyl- 
dextro-glucoside . 

Dans les plantes vivantes, I'amygdaline n*est pas transformee 
parce qu'elle se trouve localisee dans des cellules speciales, et 
qu'elle est ainsi separee des glucosides. II faut une action 
mecanique pour rapprocher les deux corps. 

C'est ainsi que la transformation' de I'amygdaline en es- 
sence d'amandes ameres et en acide cyanliydrique se produit 
tres rapidement quant on fait macerer les plantes dans de 
I'eau contenant le glucoside et la diastase* 

D'apres Guignard, les cellules a emulsine se trouvent loca- 
lisees dans les cotyledons. Dans le laurier-cerise, I'enzyme 
est localise dans les cellules de Tendoderme. 

L'emulsine donne des reactions caracteristiques avec la 
solution d'orcinc ainsi qu'avec la solution de Millon. Avec ce 
dernier reaclif les cellules vegetales contenant l'emulsine se 
colorent en rouge orange. Quand on chauffe avec precaution 
les cellules contenant de I'emulsine avec une solution d'orcine, 
on obtient une coloration violctte. Cette solution se prepare 
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en adcljtionnant dc 2 centimetres cubes d'acide chlorhy- 
drique une solution d'orcine au i/io. 

On possede fort peu de donnees sur les conditions phy- 
siques et chimiques de Taction dc I'emulsine. 

Le chloral a 3 1/2 pour 100 n'influe pas sur la marche dc 
riiydratation par Temulsine niais I'enzyme se montre sensible 
a Taction de Talcool a 8 pour 100. 

Les sels neutres ne paraissent pas influencer la marche 
de Thydratation. Les sels alcalins, au contraire, ont une 
influence relardalrice. 

L'emulsine joue un role preponderant dans la fabrication 
de Tessence d'amandes ameres, ainsi que dans la fabrication 
de Teau de laurier-cerise. 

Pour fabriquer Tessence d'amandes ameres, on reduit 
les amandes en poudre, on les deshuile, on ajoute de Teau et 
on laisse s'achever la reaction a la temperature ordinaire. La 
fermentation terminee, on dislille a la vapeur. 

Pour obtenir de bons rendements il faut eviter de com- 
mencer la distillation avant que la fermentation soit achevee. 

Pour la fabrication de Teau de laurier-cerise, on emploie les 
feuilles fraiches de la plante. On les ecrase, on ajoute dc Teau 
froide et on distille. 

II est indispensable aussi de laisser quelque temps Teau 
J'roide en contact avec les feuilles avant de commencer a 
chauffer. 

L'emulsine est employee en pharmacie, ou on la prepare 
de la maniere suivante : 

Les amandes douces sont emondees, reduites en poudre et 
soumises a une pression energique qui en exprime les huiles. 
Les tourteaux sont mis a maceration dans 3 fois leur yolume 
d'eau ; on conprime de nouveau la masse et on obtient ainsi 
un liquide charge d'huile que Ton clarifie en le laissant 
quelque temps a la temperature de 3o**. 

On enleve alors la couche superieure du liquide, formee 
par Thuile et, dans la solution claire, on precipite Tenzymc 
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par Talcool. Le precipite est recueilli sur un filtre, lave a Tal- 
cool a 95® et seche dans le vide. 

On obtient ainsi une poudre d'une coulcur jaunatre, tres 
riche en phosphates et en sels mineraux. Completement des- 
sechee, elle pent etre portee a 100° sans perdre son activite. 

L'emulsine est soluble dans Teau et, a Tetat sec, elle sc 
conserve tres longtemps. 

My ro sine. 

La myrosine a ete decouverte par Bussy dans la graine de 
nioutarde. 

. L*odeur caracteristique que prend la farine des grains noirs 
de moutarde malaxes avec de Teau, est due a la presence et 
a Taction de cet enzyme. 

La myrosine est tres repandue dans le regne vegetal ; on la 
trouve tres frequemment dans les plantes de la famille des 
cruciferes. Cette diastase, comme Temulsine, se trouve loca- 
lisee dans des cellules speciales reparties dans differents 
organes de la plante, mais principalement dans la racine et 
dans les feuillcs. 

Elle agit sur la senegrine ou myronate de potassium qui sc 
dissocie par hydratation. Cette reaction chimique est genera- 
lement consideree comme ayant lieu suivant Fequation : 

^ G<OH ^8KAzS 20<o= :GftH^20o + G3H->AzGS -h SO«HK 

myronate de potassium glucose iso-sulfocya- bisulfaie acide 

naie d'allyle de potassium 

D*aprfcs cette equation, le dedoublement se produirait sans 
hydratation. Mais Tacide mironique libre n'a pas encore ete 
bien etudie; il est fort probable que le myronate de potas- 
sium a la formule : 

G<0H<CKA2S2O9-f-H2O 

et il est alors probable que la diastase produit une hydratation 
et non un simple dedoublement. 
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Dans les grains de moutarde blanche on trouvc aussi de la 
myrosine, mais la senegrine est remplacee par un autre glu- 
coside, la senalbine. La reaction qui se produit peut etre 
exprimee par Tequation suivante : 

C30H^^Az2S2O<6 = GfiH<206 -h C'U^O — AzGS -h G^fiH^^AzO^ — HSO» 

senalbine glucose Sulfocyanate sulfate de sinapine 

d'oxybenzyle 

La myrosine peut encore agir sur beaucoup d'autres glu- 
cosides. On attribue k cette diastase la formation des essences 
de differentes plantes telles que : le cresson de fontaine, le 
reseda odorata, la cochlioria officinalis. 



Rhamnase. 

On trouve cct enzyme dans les fruits des graines d* Avignon 
(Rhamus infectoria). II agit sur une matifere colorante jaune 
ayant les caractferes d'un glucoside, la xanthorhamnine, et 
la transforme en rhamn6tine et isodulcite : 

C24H320M _|_ 3H20 = C<2H<0O3 4- 2C6H<«0« 
xanthorhamnine rhamnetine isodulcite 

Erythrozyme. 

Cette diastase est secretee par la racinc de la garance. Elle 
agit sur un glucoside de I'alizarine : le rubian, qui se trouve 
egalement dans les racines de garance fraiches. La reaction 
se fait tres probablement suivant I'equation suivante : 

G26H280M 4- 2 H20 = 2 C«H<206 4- G^^^ITO^ 
rubian glucose alizarine 

B6tulase. 
On rencontre la betulase dans Tecorce du betula lenta. Get 
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enzyme agit sur la gaultherine et la reaction pent ^Irc expri- 
mee par Fequation sulvanle : 

GMU<»08 -+- H^O =■- CfiH<20c -H G^H* < ^JJ q^jj3 
gaultherine glucose '^dk^ 

de methyle 

Pour preparer cet enzyme, on prend I'ecorce du betula 
lenta et on la reduit en poudre, on la traite par fi volumes de 
glycerine ct on Tabandonne k la temperature ordinaire, pen- 
dant 3o jours. On presse ensuite la masse et on precipite par 
5 volumes d'alcool. Le depot est recueilli sur un liltre, lave ct 
seche. 

Un kilogramme d'ecorce donne, par ce traitement, environ 
un gramme d'enzyme. 

La betulase ne donne pas de coloration avec la teinture de 
gai'ac et n'agit pas sur d'aulres glucosides que la gaulthe- 
rine. 
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CIIAPITRE XXII 

2YMASE 

Zymase ou diastase alcoollquc. — Preparation du jus de levure el ses 
proprietes. — Determination du pouvoir ferment de la zymase. — Con- 
ditions chimiques et physiques de Taction de la zymase. — Experience d Ef- 
front sur la fermentation intercellulaire. — Applications industrielles de 
la zymase. 

I 

Zymase ou diastase alcoolique. — Les phenonienes 
que Ton observe dans la fermentation alcoolique ont preoc- 
cupe depuis tres longlemps le monde scientifique et donnc 
lieu a des theories et a des hypotheses nombreuses. 

En 1 858, Traube chercha a expliquer le dedoublement du 
sucre en alcool et en acide carbonique par 1* intervention 
d'une diastase secrctee par la levure, Cette maniere de voir 
lilt acceptee par Berthelot ainsi que par quelques autres sa- 
vants. Aucun d*eux, cependant, n'apporta de preuves expe- 
rimentales pour demontrer que la fermentation alcoolique 
constitue une reaction chimique pouvant se produire en 
dehors des cellules vivantes. 

Les premieres tentatives en ce sens furent faites en 1871, 
])ar M""® Manisseim, qui constata que les cellules de levure 
line fois mortes peuvent encore produire, dans certaines 
conditions, un dedoublement du sucre en alcool et acide 
carbonique. 

Les experiences de M'"° Manisseim etaient cependant loin 
d'etre concluantes et n'etablissaient pas nettement la non- 
intervention des cellules. 

Ce fut Biichner qui, en 1897, demontra nettement Texis- 
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tence, dans les cellules de leviire, d'un enzyme provoquani 
la fermentation alcoolique. En soumettant la levure a une 
pression energique, il reussit, en effet, a obtenir iin liquide 
trcs actif provoquani la fermentation alcoolique en 1' absence 
de toute cellule. II donna a I'enzyme contenu dans cet extrait 
le nom de zymase. 

Cette decouverte donne une explication definitive de la fer- 
mentation alcoolique ; elle exercera certainement une grande 
influence sur Telude des phenomenes analogues et amenera la 
decouverte de plusieurs autres enzymes. Une fois etabli, en 
cflet, que la fermentation alcoolique est provoquee par une 
substance cliimique, il y a tout lieu d'admettre que d'autres 
phenomenes simllaircs tels que les fermentations butyrique, 
visqueuse et acetique, sont e^j^alement dus a des diastases 
secretees par les bacteries produisant ces fermentations. 
L'isolemcnt de ces diastases ne semble plus Stre qu'une affaire 
de temps. 

Preparation et proprietes du sue de levure. — 
M. Biichner conseille la methode suivantc, pour la preparation 
dc r extrait de levure. 

Onprend i kilogramme de levure auquel on ajoute i kilo- 
gramme de sable quartzeux et 25o grammes de terre d'infu- 
soires. On soumct la masse a un broyage pour la rendre 
])lastique et pAtcusc. Cette operation dcmande beaucoup de 
soin. Le broyage doit etrc fait avec une machine speciale et 
durer deux hcures environ par kilogramme de levure. La 
masse broyee est soumise alors a une pression de ooo atmos- 
pheres. On emploie a cet effet une prcsse hydraulique et la 
pression doit s*effectuer lentement et graduellement. 

On recueille de cette fa^on 820 centimetres cubes environ 
dc liquide. La masse, dont on a extrait le sue, est triiurec avec 
i4o centimetres cubes d'eau puis prcssee de nouveau tres 
lentement a 5oo atmospheres. On obtient ainsi, apres 2 heu- 
res, 180 centimetres cubes d*un extrait qui est reuni au 
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liquide produit par la premiere pression. Par cette methode, 
I kilogramme de levure fournit 5oo centimetres cubes d*ex- 
trait. Le liqpiide est agite avec 4 grammes de terre d'infu- 
soire, filtre sur papier, et vers6 dans un recipient refroidi. 

L'extrait obtenu par le precede de Biichner est limpide, 
jaune clair et degage une odeur caracteristique. Suivant la 
provenance de la levure qui a servi k sa preparation, le liquide 
contient de 7 a 10 pour 100 de mati^res seclies. 

L'analyse du liquide conduit aux chiffres suivants : 

Matidres seches 6,7 

Gendres i,i5 

Matieres albumino'ides 8,7 

Les matieres albuminoides sont, dans cette analyse, cal- 
culees d'apres la richesse du liquide en azote. 

L'extrait de levure est sature d'acide carbonique et, lors- 
qu'on le porte a TebuUition, on observe un d^agement abon- 
dant de ce gaz et une forte coagulation qui donne au liquide 
un aspect demi-solide. 

Ce liquide se comporte differemment vis-a-vis des divers 
sucres ; le lactose et la mannite restent intactes en presence 
de Textrait aussi bien qu'en presence des cellules de levure ; 
la saccharose, la dextrose, la levulose et la maltose, melanges 
a une dose egale de Textrait de levure, donnent au bout d*un 
quart d'heure un degagement d'acide carbonique qui dure 
parfois plusieurs jours. 

Le pouvoir ferment du liquide persiste apres qu'il a tra- 
verse un liltre Berkefeld; Tactivite du liquide n'est pas 
davantage detruite par le passage sur le fdtre Chamberland, 
mais le pouvoir ferment s'affaiblit, cependant, dans une pro- 
portion plus forte qu*en passant par le filtre Berkefeld. La 
fermentation est retardee par ces manipulations : le sue filtre 
au filtre Berkefelt ne produit plus la fermentation qu'au bout 
d'un jour. 

La substance active contenue dans Textrait est susceptible 
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de diflfuser au travers du papier dialyseur; en eflfet, lorsqu'on 
place dans une solution de saccharose a 87 pour 100 un 
dialyseur renfermant une certaine quantite de sue de levure, 
on Yoit apparailre a la surface de la solution sucree de nom- 
breuses buUes d'acide carbonique. 

L'extrait de levure peut-etre desseche a 3o®-35** sans 
perdre son activite. Par la dessiccation dans le vide, on obtient 
un produit dur, presentant Taspect du blanc d'ceuf. Une 
solution liltree de cc produit possede les memes proprietes 
que I'extrait de levure; a Tetat sec, il se conserve pendant 
plusieurs mois. 

Pour la preparation du sue concentre de levure, on procede 
de la maniere suivante : 5oo centimetres cubes de sue sont 
evapores dans le vide, a 20® ou 25°, jusqu'a consistance siru- 
peuse. L'evaporation doit se faire trfes rapidement et durer 
environ 1/2 heure. Le sirop obtenu est etale ensuite en mince 
couche sur des plaques de verre et replace dans le vide, on 
meme laisse a Fair libre a la temperature de 3o° ou 35® 
pour qu'il puisse s'evaporer. Apres 24 heures, on gratte la 
substance dessechee sur le verre, on la reduit en poudre et 
on la desseche compl^tement en presence de Tacide sulfu- 
rique. 5oo grammes de sue de levure fournissent 70 grammes 
d'une poudre tres soluble, qui se montre tres active. 

II est k remarquer que Textrait concentre de sue se con- 
serve beaucoup mieux que I'extrait dilue. La solution d'extrait 
dilue se detruit rapidement en presence de Toxygene, tandis 
que cette meme solution, amenee h consistance sirupeuse, 
se conserve tres longtemps, meme a la temperature de 3o** 
et en presence de Fair. 

Biichner est par^enu a separer la diastase du sue de le- 
vure en traitant celui-ci par 12 fois son volume d'alcool 
absolu. 

Leprecipiteainsi obtenu et desseche est une poudre blanche 
ay ant les memes proprietes que Textrait, mais possedant un 
pouvoir ferment tres affaibli. 
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La zymase renfermee dans les cellules resiste a des tempe- 
ratures relativement elevees. Une levure sechee a Tair a une 
temperature de 87° et chauffee ensuite a 100® pendant 6 heu- 
res est encore susceptible de produire la fermentation alcoo- 
lique dans une solution de saccharose. Les cellules de levure, 
qui n*ont pu resister a cette temperature sont tuees et ne se 
reproduisent plus. 

Si au lieu de la porter a 100", on porte la levure a une 
temperature de i4o®-i45°, les cellules perdent tout pouvoir 
ferment. La zymase est done plus resistante a Taction de la 
•clialeur que les cellules qui la secretent. 

Determination du pouvoir ferment de la zymase. — 
Le pouvoir ferment de la levure se mcsure par une methode 
preconisee par Meissel pour le dosage de Talcool dans les 
mouts fermentes. Cette methode est basee sur le dosage de 
I'acide carbonique forme pendant la fermentation. 

On introduit 4o centimetres cubes d'extrait dans une fiolc 
d'une capacitede 120 centimetres cubes, on additionne d'une 
quantite de sucre de canne en poudre suffisante pour obtenir 
une solution sucree de 12 a i5 pour 100. Le flacon est laisse 
on repos pendant quelques minutes, apres quoi on Tagite 
ei on le bouche avec un bouchon en caoutchouc dans lequel 
passent deux tubes. L*un d'eux est muni a Fexterieur d'un 
robinet et descend jusqu'a la surface du liquide. L'autre tube 
ost ouvert et communique avec un flacon laveur contenant 
ti centimetres cubes d'acide sulfurique; rextremite ouverte 
ost pourvue d'une soupape Bunscn en caoutchouc. 

A la fin de I'experience on ouvre le robinet, on laisse 
passer de Fair dans Tapparcilafinde chasser Tacide carbonique 
et on porte I'appareil sur la balance. La difference des poids 
indique la quantite d'acide carbonique degage. 

Mode de dedoublement du sucre par la zymase. — 
L'ne solution de sucre de canne addilionnee d'arseniate de 
Ekfront. Les Enzymes. ai 
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potassium el mise a fernientcr avec ^5o centimetres cubes 
d'exlrait cle le\Tirc a 12°, pendant 4o heures, a fourni 6'^'*,67 
d'acide carbonique el 7^% 7 2 d'alcool, deduction faile de 
I'alcool qui, au debut, se Irouvail dans I'extrait. 

Dans la fermentation produite par les cellules de levure 
on oblient theoriquement /iSjSq parties d'acide carbonique 
el 5 1, 1 1 parties d'alcool. En comparant ces chiflres avec les 
precedents, Buclmer constate que le rapport dcs quantites 
d'acide carbonique ct d'alcool est sensiblement le meme dans 
les deux cas el que le dedoublement du sucre par Textrait de 
levure se fait de la m^me fagon que par les cellules, 

II resulte de ces donnees qu'on pent doser le pouvoir fer- 
ment du sue de levure par I'acide carbonique degage pen- 
dant son action. Ces experiences de Buclmer ne nous mon- 
trent que dans ses grandes lignes la marche du dedoublement 
du sucre par la zymase. La methode qu*il a adoptee jx)ur 
I'analysc de Talcool el de Tacide carbonique est loin d'etre 
rigoureuse el de fournir des indications sur le degre de 
purcte de la fermentation obtenue par la zymase. Pasteur a 
dcmontre que la totalite du sucre qui disparait pendant la 
fermentation ne se transforme pas suivant I'equation : 

C«I1'20'» =r 2G02 4- 2C2HfiO 

11 y a toujours \m pen de sucre qui ecliappe a ce mode de 
dedoublement et qui fomiiilla glycerine et I'acide succinique. 
11 est fort probable que la zymase se comporte lout autre- 
ment que les levures de biere et que la fermentation obtenue 
par son emploi pent donner des prbduits beaucoup plus purs 
que ceux qu'on obtienl ])ar les levures. 

Toutefois, la zymase isoleedes cellules est relativement peu 
active. 100 centimetres cubes de eel ex trait, representant 
200 grammes de levure, fournissent, en agissant sur une solu- 
tion sucrce, moins d'acide carbonique qu'un gramme de 
levure. 11 n'existe probablement, dans les cellules de levure. 
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qu*une petite quantity de zymase qui subir encore une 
alteration pendant Textraction. 

Influence des conditions physiques et cbimiques. — 
La zymase se montre tres sensible h Taction de la tempe- 
rature. Une solution a 27 pour 100 de sucre, additionnee 
de sue de levure, produit des quantites d'acide . carboniquc 
tres diflferentes suivant la temperature de la fermentation. 

ACIDE CAUBONIQUE FORME (eN GRAMMEs) 
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i,i4 


1,27 
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0,76 




I ,01 
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Au debut de I'experience, la temperature de 22® se montro 
tres favorable a Taction de Tenzyme : apres 6 heures de fermen- 
tation on a constate, a cette temperature, un degagement de 
0,76 grammes d'acide carbonique, tandis qu*a 12° et i4°, il 
ne se forme que o,43 de ce gaz. Mais si Toperation se pro- 
longe a la temperature de 22°, Taction se ralentit; ce ralen- 
tissement doit avoir evidemment pour cause une destruction 
partielle de la diastase. 

La marclie de la fermentation est encore influencee par la 
concentration des solutions sucrees. 



SACCHAROSE 

POUR CEJIT 



16 1,33 1,46 1,48 

27 0,70 0,80 0,82 

87 0,60 0,72 0,74 

Dans des liquides contenant 16 pour 100 de sucre, la fer- 
mentation est plus active que dans ceux qui en contiennent 27 
pour 100, mais Tenzyme a encore de Taction sur les solutions 
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contenant 87 pour loode sucre. Dans les solutions conlenant 
de 4o a 5o pour 100 de sucre, la fermentation est prcsque 
completement arretee, mais I'enzyme n'est nullement altere 
car, par une dilution du mout, on peut obtenir unc nouvelle 
fermentation. 

L'activite diastasique de la zymase diminue au fur et a 
mesure que son action se prolonge; si Ton compare, en eflet, 
la quantite d'acide carbonique forme par Taction des enzymes 
pendant les 1 6 premieres lieures avec la quantite de gaz degage 
pendant les 16 heures suivantes, on constate une decroissance 
rapide du pouvoir ferment. En calculant ce pouvoir pour 100 
centimetres cubes de sue et par heure, Buchner a trouve que 
la zymase fournit, en moyenne, les quantites d'acide carbonique 
suivantes : 

DeiaiGh. DeiGaa^h. Dea^a^oh. Dei'joaG^h. 



Moyenne de 3 essais. . 


. 0,17 


0,060 


0,030 


— 3 essais. . 


0,11 


0,010 


0,003 


— 3 essais. . 


. 0,08 


0,016 


o,oo4 



L'extraitde levure, comme toutes les solutions diastasiques, 
produit dans I'eau oxygenee un degagement d'oxygene. 
Lorsque Textrait a ete additionne d'acide cyanliydrique, il 
perd cette propriete caracteristique. Mais si Ton soumet alors 
I'extrait additionne d'acide cyanhydrique a Taction prolongee 
de Tair, on voit reapparaitre la reaction de Teau oxygenee. 

II est done probable que Tacide cyanhydrique se combine 
avec les diastases pour former une combinaison en entravant 
Icur activite et que cette combinaison se detruit au contact de 
Toxyg^ne qui regenere Tenzyme. 

Voici une experience de Buchner relative a Taction de 
I'acide cyanhydrique et de Tair sur la zymase : 

On melangea 4 centimetres cubes d*extrait avec 6 centi- 
metres cubes d'acide cyanhydrique a 2 pour 1 00 ; la moitie 
A du melange fut mise en contact avec 3 grammes de sucre 
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de canne ; Tautre moitie B fut soiimisc a Taction de I'air 
pendant i heure, puis egalement additionnee de 3 grammes 
de saccharose. On plaga les liquides dans des tubes en L 
fermes d'un cote. L'essai A ne produisit aucune trace d'acidc 
carbonique, tandis que dans Tessai B la partie fermee du tube 
fut remplie de ce gaz au bout de 20 heures, le degagement 
ayant commence au bout de 5 heures. 

La zymase est influencee par les conditions chimiques du 
milieu. 

Les sels neutres comme le sulfate d'ammonium, lechlorurc 
de calcium , etc. , ont une action retardatrice sur la fermentation . 

On constate aussi qu'il existe une relation directe cntre 
Tactivite de Fextrait de levure et la presence dans le jus d*al- 
bumine coagulable. 

L'extrait de levure, maintenu pendant quelque temps a la 
temperature de 35** a 4o°, se trouble, donne naissance a des 
flocons etperd son activite. D'un autre cote, on a observe que 
quand un extrait devient inaclif pour une raison quelconque, 
il ne se coagule presquc plus a la temperature de 4o** a 5o'\ 

Cette relation entre la presence de matieres coagulables ct 
Tactivite diastasique est expliquee par Biichner de la fagon 
suivante. D*apr^slui, la zymase seraitune matiere albuminoidc 
qui se coagulerail par la chalcur, mais cette coagulation ne se 
produirait plus lorsque la substance diastasique est transformee. 

Biichner interpretc encore la graiidc alterabilite de la 
zymase par la presence d'unc diastase peptonisante dans Tex- 
trait de levure : cet enzyme agirait sur la zymase en la rendant 
inactive. G'est la presence simultanee de ces deux ferments, 
l*un peptonisantet I'autre produisant le dedoublementdu sucrc, 
qui explique Tactivite du sue de levure aux temperatures 
relativement basses. 

A 22'', la peptase agit avec plus d'energie que la zymase, 
tandis qu'a basse temperature Taction peptonisante est pen 
profonde et la zymase pent produire de plus grandes quantites 
d'alcool. 
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L'influcnce favorable des sucres sur la consenation de la 
zymase parle aussi en faveur de Fhypotliese de la digestion 
de la zymase par Tenzyme peptonisant. 

On sail que dans les solutions concentrees de saccharose la 
digestion de la fibrine par la pepsine est retardee. Or, si Ton 
melange un volume d'extrait de le>Tire avec un volume d'une 
solution de saccharose a 70 pour 100, on obtientune solution 
<|ui se conserve pendant une semaine a la temperature ordi 
naireet pendant i5 jours dans une glaciere. Le sucre a done 
une action Ires favorable sur la conservation de la zymase. 

L'activile de I'exlrait de levure varie notablement suivant 
les races employees a sa confection. En geneial, les levures 
de fermentation basse donnent un sue trcs actif, tandis que 
les levures de boulangerie ne contiennent presque pas de 
zymase. On observe encore une grande difference enlre les 
extraits de levures fraiches et ceux des levures qui ont sejournc 
pendant quelque temps a Fair, Ce sont ces dernieres qui don- 
nent les extraits les moins actifs. 

Cependant loutcs les levures de brasserie ne donnent pas un 
jus de meme aclivite. La provenance de la levure joue encore 
ici un r61c considerable. 

Les differences qu'on observe suivant la provenance ct sui- 
vant r^ge de la levure apportent un argument a I'hypothese 
expliquant I'alteration de la zymase par Taction d'un autre 
enzyme. 

Biichner divisa une certaine quantite de levure en 2 portions 
A et B. L'exlrait fut expfime de suite de A, tandis que la portion 
B fut abandonnee a cllc-meme pendant 3 jours a y'^-S" avant 
qu'on en exprimat le sue. L'extrait de A possedait une acti- 
vite assez forte, tandis que le liquide provenant de B ne donnait 
qu'une quantite minime d'acide carbonique. Biichner atlribuc 
la diminution de Tactivite dans le second cas a une peptonisation 
seproduisant pendant Ics 3 jours de sejour a y'^-S*^. L'actionde 
la pepsine serait egalement cause, d'apres lui, de Talteration 
de la diastase contenue dans la levure de grains pressee. 
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Celle opinion est encore renforcec par une experience de 
Holm qui a tlemontre tout recemmcnl la presence de Tenzynic 
protolytique dans le sue des levures. 

Biichner a, du reste, demontre directement la peptonisation 
de la zymase par Tenzymc a Taide de Texperience suivante: 

II plaga trois tubes contenant 3 centimetres cubes d'extrait 
de levure dans la glace. Deux de ces tubes furent additionnes 
de o^',! de trypsine, le troisieme tube servant de tube temoin. 
Apres 12 heuresjchaque tuberegut 2 grammes de saccharose 
pulverise. Les essais pratiques avec la trypsine resterent abso- 
lument inactifs apres I'addition de sucre de canne ; au contraire, 
dansle tube temoin, une fermentation tres active se produi- 
sait. 

La decouverte de Biichner a rencontre de nombreux contra- 
dicteurs qui sc sont efforces de demontrer que Textrait de 
levure contenait toujours, soit des cellules, soit des ferments 
et qui ont atlribue le dedoublement du sucre a 1' intervention 
des cellules vivantes. 

Biichner a victoricusement refute toutes ces objections a 
Taide d'experiences concluantes. 

L'existencede la zymase est demon tree par les faits suivants : 

I** On peut obtenir une fermentation alcoolique avec la 
substance solide obtenue par la precipitation du sue par 
Talcool ; 

2° On obtient avec le sue de levure une fermentation pres- 
que instantanee, dont rintcnsite diminue avec le temps. S*il 
s'agissait de cellules vivantes on observerait un phenomenc 
tout a fait oppose : la fermentation augmenterait d*intensite 
au fur et a mesure que les cellules se developperaient ; 

3° Le sue de levure. produit une fermentation en presence 
de doses d'antiseptiques qui paraly seraient Tactivit^ des cellules 
vivantes ; 

4° Par le passage sur le filtre en porcelaine, on obtient 
encore des liquides actifs, sans qu'on puisse y dcceler la pre- 
sence d'organismes. 
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En soramc, la fermentation alcoolique est produite par des^ 
agents chiniiques en dehors et en I'absence de cellules vivantes. 
II est vrai cjue la matiere qui produit celte transformation est 
elaboree par Tactivite Aitale, et que sa formation est intime- 
ment liee a Taccroissemenl et a la multiplication des cellules. 
Le pouvoir ferment des cellules se reduit done a la propriete 
qu'elles ont de produire la zymase. 

Fermentation intercellulaire. — La zymase doit sc 
trouver dans beaucoup d'autres cellules vivantes. Le pouvoir 
ferment que Ton j)eut developper dans certains champignons 
nous parait devoir etre attribue a une secretion de zymase se 
produisant dans des conditions particulieres. 

II y a aussi tout lieu d'admettre que, dans les phenomencs 
de fermentation intcrcellulaires, c'est encore la zymase qui 
joue un role actif. Pasteur a constate que les fi-uits plonges 
dans le gaz anhydride carboniquc cnlrent en fermentation et 
transforment le sucrc en alcool et anhydride carbonique. 

Muntz, en remplac^ant Fair par Tazote, a constate le meme 
phenomenc pour les plantes en pleine vegetation. II se forme, 
dans CCS conditions, de Talcool dans les feuilles de la plante. 

On explique ce phenomenc par Tactivite vitale et on admet 
que les changomentsdans le travail sont dusauxchangements 
dans les conditions de nutrition. 

N6us croyons qu'il est plus facile d'admettre que Tabsence 
d'oxyg^nc est, dans ccs conditions, favorable a la secretion de 
la zymase. La fermentation que Ton constate en ce cas est 
analogue a cellc qui se produit sous Taction de la levure 
alcoolique ; dans les deux cas c'est la zymase qui la provoque. 

L'intervention de la zymase dans les fruits a Tabri de 
I'air, nous a fourni le sujet de recherches interessantes que 
nous poursuivons actucllement et qui sont encore loin d'etre 
tcrminees ; mais nous pouvons, des a present, donner quel- 
qucs indications qui trouvcront leur complet developpement 
dans un travail ultcricur. 
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Les nombreux essais que nous avons pratiques nous ont 
confirme la presence de la zymase dans les fruits et notamment 
dans les cerises, dans les prunes, dans les pois, ainsi que dans 
Torge. 

Les premiers essais ont ete fails avec des cerises, de la 
fagon suivante : 

Les fruits frais sont laves dans une solution diluee d'alde- 
hyde formique afin de detruire les germes, puis soigneuse- 
ment essuyes ct plonges dans des ballons contenant de Thuile 
d'olive. Au bout de 3 jours, les cerises sont couvertes de 
petites buUes de gaz et Von constate ensuite au-dessus de 
rhuile qui recouvre les fruits, un degagement d'^cide carbo- 
nique qui s'accentue apres le 5" jour. 

La fermentation continue tres lentement pendant 20 joiirs 
a la temperature de 10°. Apres ce temps on verse Thuile, on 
ecrase les cerises ainsi que les noyaux dans un mortier et on 
en exprime le jus en pressant la masse dans un linge. 

Le residu est enleve du linge, traite a froid par Tether 
pour le debarrasser de Thuile, puis desseche dans le vide et 
reduit en une poudre fine qu'on fait macerer avec« 2 volumes 
d*eau additionnee d'une faible dose d'ether. On laisse en 
repos dans un flacon bouche, a 5°, pendant 12 heures, apres 
quoi la masse est soumise a une forte pression. On obtient 
ainsi un jus qui, filtre sur papier-fdtre, constitue un liquide 
visqueux, limpide, de reaction faiblement acide et fournissant 
la reaction du gaiac et de Teau oxygenee. 

La presence de zymase dans cc liquide pent etre constatec 
par les essais suivants : 

A 5o centimetres cubes du liquide on ajoute 7 grammes 
de Sucre de canne en poudre et on laisse en repos pendant 
6 heures a 22° dans un petit ballon muni d'un tube a de- 
gagement. Apres 2 heures, on constate la formation d'acide 
carbonique et apres 6 heures une diminution de poids de 
3 decigrammes. 

On fait un essai parallele avec le meme liquide maintenu 
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prealablement a 4o° pendant une heure, dans un flacon 
I'erme, puis refroidi a 22° et laisse h cette temperature pen- 
dant 5 heures, en laissant ouvert le tube a degagenient. 
Dans ce deuxieme essai on ne constate ni degagenient dc 
. gaz, ni diminution de poids. La diastase alcoolique a done 
ete detruite par la chaleur. 

L'analyse de la solution sucree non fermentee montre qu'il 
s'est toutefois produit un changement dans sa composition 
chimique. Nous avons, par exemple, constate, dans unede nos 
experiences, que 3,4 grammes de sucre avaient ete trans- 
formes en Sucre interverti. 

Cette transformation nc pent pas elre attribuee k I'acidite 
du liquide, car en chauffant le jus actif dans un vase ferme, 
pendant 10 minutes a 80° avant Faddition de sucre et en 
maintenant ensuite le liquide additionne de sucre pendant une 
heure a /jo", puis pendant 5 heures a 22°, nous n'avons obtenu 
que o^^I5 de sucre interverti au lieu de 3*^', 4- Le liquide 
actif contient evidemment de la zymase et de la sucrase et, 
tandis que la zymase est detruite par la chaleur, la sucrase 
n'est pas alteree. 

L'existence de la zymase dans le jus cellulaire des cerises 
a ete confirmee par d'autres essais dans lesquels on a pu 
doser Talcool produit. Voici comment on a opere : 

200 centimetres cubes de jus actif ont ete additionnes de 
Sucre et de 2 grammes de chloroforme. Dans un essai pa- 
rallele, on a additionne une solution a i5 pour 100 de sucre, 
d'un peu de chloroforme et de 2 grammes de levures. Les 
deux liquides, laisses 5 jours a 10° ont donne des resultats 
diflerents. 

Dans le liquide contenant des levures, la fermentation ne 
s'est pas manifestee, tandis que dans le liquide cellulaire des 
cerises on a trouve o^^8 d'alcool. 

La non-existence de levures dans le mout fermente a ete 
confirmee par Tanalyse microscopique, ainsi que par la cul- 
ture sur plaques. 
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Les essais pratiques en vue de precipitcr la diastase par 
I'alcool n'ont pas fourni de resultats satisfaisants. Le liquide 
actif perd ses proprietes en passant par les bougies de porce- 
laine, et la zymase que nous avons obtenue differe, a ce 
point de vue, de la diastase isolee par Biichner. 

Dans le cours de nos essais nous avons constate, en outre, 
que les pois frais, ainsi que Torge, fournissent, par la fermen- 
tation intercellulaire, des quantites d'alcool assez conside- 
rables. Les pois sucres, abandonnes dans Thuile, ont fourni a 
I'analyse 2 pour 100 d'alcool. L'orge, prealablement trempc, 
essuye et mis dans I'huile, a fourni 1,6 pour 100 d'alcool. 

En traitant ces grains par des procedes analogues a ceux 
employes pour les cerises, nous avons pu y constater la pre- 
sence de zymase. 

Applications industrielles de la zymase. — La zy- 
mase, tout en etant tres interessante au point de vue theorique, 
aura peut-^tre aussi, dans I'avenir, de tres nombreuses appli- 
cations industrielles. 

La fermentation produite par la diastase, sans intervention 
directe des levures, presente, theoriquement, un grand a van- 
tage. On peut arriver, de cette facon, a des fermentations beau- 
coup plus rapides et a des produits plus purs et plus parfaits. 

A rheure actuelle, les distillateurs et les brasseurs culti- 
vent eux-memes leurs levures et cherchent k les approprier 
a leur mode de travail. Cependant, meme en partant de le- 
vures pures, on n'aboutit pas toujours a de bons resultats; il 
se produit souvent une infection et, par suite, une degene- 
rescence des ferments. 

II est a prevoir que, dans Tavenir, la culture les levures et 
la fabrication subscquente de la zymase se feront dans des 
usines speciales, ou les brasseurs et les distillateurs se procu- 
rcront des preparations d'une grande activite et fournissant 
un travail immediat. 

II est vrai que, dans la brasserie, la levure joue encore un 
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role important au point de vue de Telimination des matieres 
azolees, travail que la zymase seule ne pourrait effectuer . On sera 
done force, an travaillant avec les enzymes seuls, de changer 
completement la technique et de creer de nouveaux procedes. 

La decouverte de la zymase est trop recente pour qu'elle 
puisse pretendre reyolutionner immediatement Findustrie; 
cependant les premieres tentatiyes d'application industriellc 
ont deja ete faites par Biichner, qui a cree un nouyeau pro- 
cede ayant pour but la preparation d'une leyure durable des- 
tinee a remplacer la leyure pressee dans la panification. 

Ce procede consiste a secher tout d'abord la leyure A basse 
temperature, a chauffer ensuite jusqu'a 5o**, puis a ioo°, et 
enfin, lorsque la leyure est completement dessechee, a la broyer 
pour la reduire en poudre. EUe est alors liyree au commerce. 

Ce procede presente plusicurs ayantages. La leyure prepa- 
ree de cette fac^on se conserve bcaucoup mieux que la leyure 
pressee, les cellules mortes etant moins exposees au change- 
ment que les cellules yiy antes. De plus, le sechage plus in- 
tense de cette leyure la recommande au point de yue de 
rhygiene, car les microorganismes, que renferment toujours 
les pains de leyure, sont ici detruits et ne peuyent plus influer 
sur la pate, m^me lorsqu'elle est insuilisamment sterilisee. 

La leyure de Biichner s'appelle leyure d'attente ; elle est 
employee dans la boulangcrie de la meme facon que les 
leyures pressees ordinaires. D'apres I'auteur du breyet, des 
essais ont prouye que Taddition de 5 a lo pour loo de leyure 
d'attente eta it suffisante pour produire le ramoUissement de 
la pate. 
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OXYDASES 



Presence des oxydases dans les cellules vegetales et anlmales. — Pro- 
pri6tes generales. — Laccase. — Tyrosinase. — Influence du milieu. — 
Action des oxydases sur les phenols insolubles dans I'eau. — La casse des 
vins : oenoxydase. — Oxydine. — Olease. 



Les ferments solubles ont ete longtemps consider^s comme 
des subtances agissant uniqucment a la fagon d'agents hydro- 
lisants, c'est-a-dire provoquant la fixation d'une ou de plusieurs 
molecules d'eau en m^me temps qu'un dedoublement mole- 
culaire. L'oxjdation, la deshydratation, le changement mole- 
culaire sans fixation d'eau, tons ces phenomenes chimiques, 
etaient attribues a Taction directe de I'energie vitale sans au- 
cune intervention diastasique. 

Cette theorie tout a fait erronee a ete, dans ces derniers 
temps, victorieusement refutee par une serie de decouvertes 
accomplies dans le domaine de la chimie biologique par Ber- 
trand, Bourquelot, Hikorokuro Yoshida, Cazeneuve, Mar- 
tinand, etc., dont nous aurons I'occasion d'examiner les 
travaux. 

Les etudes de ces savants ont demon tre Texistence d'une 
serie de substances, presentant les caracteres de veritables 
agents oxydants et fixant Toxygene sur certains corps. Ces 
substances, secretees par les cellules vivantes, ont regu le nom 
d'oxydases. Ces enzymes facilitent Toxydation de certaines 
substances, soit en les desliydratant, soit en compliquant 
leur molecule par fixation d'oxygene. 
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Certains sues vegetaux tels que le vin, le latex de Tarbre a 
laque, le jus des pommes, des prunes et d'autres fruits, ainsi 
que certains champignons s'alterent lorsqu'on les expose 
quelque temps a I'air. Ce phenomene, qui sc manifeste gene- 
ralement par un cliangement de coloration, ou, lorsqu'il 
s'agit de corps solides, i)ar une elevation de la temperature, 
ne se reproduit pas dans le vide. II possede done tons les. 
caracteres d'une oxydation, puisque Tintervention de Tair, par 
consequent de I'oxygene, est indispensable a sa production. 

La cause directe de cette oxydation resta longtemps peu 
connue. EUe ne fut trouvee qu'en i883, par un chimiste 
japonais, Hikorokuro Yosliida, qui, en faisant des expe- 
riences sur Toxydation du lat«x de Farbre a laque, parvint a 
decouvrir dans ce phenomene I'intervention d'une diastase. 

Cette decouverte donna un nouvel elan aux etudes sur les 
enzymes ; la question fut reprise dans diflerents laboratoires 
et des decouvertes, portant sur les sujets les plus divers, 
s'annoncerent bientot nombreuses et concluantes. On etudia 
successivement les tissus vegetaux, les muscles, les secretions 
organiques et chaque recherche operee dans cette voie ap- 
porta des preuves nouvelles de Texistence des oxydases. 

L'oxydation et la transformation en un vernis noir du latex 
de I'arbre a laque fut nettement reconnue comme un pheno- 
mene d'ordre diastasique. Une transformation presentant 
quelques caracteres analogues et se produisant dans les sues 
de nombreux vegetaux, tels que les champignons, les pommes 
de terre, les bette raves, les rhizomes du canna indica^ 
fut attribuee par Bourquelol, Lindet, Bertrand, etc., a un 
autre enzyme oxydant. 

La decoloration du vin et le depot de la matiere colorante 
furent reconnus comme ctant des phenomenes du m^me 
ordre et attribues a Taction d'une diastase, que certains 
auteurs considerent comme preexistante dans le mout de 
vin, tandis que d'autres la considerent comme etant pro- 
duite par une moisissure : Ic botrytis cinerea. 
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Dans le rcgne animal, les experimcnialeurs eurent Tocca- 
sion de faire des decouvertes tout aus^i nonibreuses et tout 
aussi inleressantes. On trouva un ferment oxvdant dans la 
salivc ainsi que dans d'autres secretions: mucus nasal, lamies, 
sperme, tandis que rurine, la bile, et les secretions intes- 
tinales furenl trouvees exemptes de tout ferment de ce genre. 

Jacquet, en 1882, fit des experiences sur Foxydation de 
I'alcool benzylique et de Taldehyde salicylique avec des mor- 
ceaux de jK)umons, de reins et de muscles de cheval, 
prealablement traites par Teau pheniquee, puis congeles et 
reduils en bouillie. Ces fragments d'organes provoquaient une 
oxydation qui ne se produisait plus lorscpi'ils avaient ete cuits 
a Teau bouillante. 

Deja a celte epoque, Jacquet reconnut que Foxydation ne 
vonait pas uniquement des cellules, parce que I'extrait aqiieux 
de ces tissus produisait, aussi bicn que les cellules elles- 
memes, une fixation d'oxygene sur Talcool benzylique et 
Taldeliyde salicylique. 

Aleloos et Brauwer confirmerent ces resultats en recueil- 
lant une substance, extraite du foie de cheval, qui precipitee 
de sa solution aqueuse par Talcool, oxyde Taldehyde for- 
iniquc et la transforme en acide avec degagement d'anhydride 
rarbonique. Celte substance perd, d'ailleurs, toute action oxy- 
dante apres avoir ete chauffee a 100". 

Spitzer et Rhomann retrouverent cettc substance dans le 
•sang et dans les organes de plusieurs mammiferes. 

Enfin, des phenomenes de destruction interne, que nous 
avons eu Toccasion d'observer dans la Icvure, peuvent etre 
atlribues a des interventions diastasiques oxydantes. 

Nous avons constate qu'en reduisant une certaine quantitc 
de levure pressee en fragments minuscules et en les plagant 
en suite en tas, on voit bientot se manifester une elevation de 
temperature, qui pent atteindre /iO®, au bout de 2 heures. 
Celte elevation de temperature pent ^tre obtenue, par exeraple, 
avec 2 kilogrammes de levure fraiche granulee et disposee en 
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tas de 20 centimetres cle hauteur a la temperature de 20**. 
La m^me experience, pratiquee dans le vide, ne donne pas 
lieu a la moindre elevation de temperature. On pent pra- 
tiquer Texperience de la maniere suivante : 

Dans un flacon a trois tubulures d'un demi-litre, on dispose 
des couches de levure reduite en petits fragments et alternant 
avec des couches de pierre-ponce qui empechent la levure de 
se tasser. Un thermometre est introduit dans la tubulure du 
milieu, et un courant d'air etabli a Taide des deux autres. 
Aussitot que Tair penetre dans Ic ballon, la temperature 
monte et, si Fon ferme le robinet a air, on constate qu'elle 
s'abaisse immediatement. 

En ne laissant durer Texperience que quelques heures, on 
peut la renouveler plusieurs fois avec la meme levure, pen- - 
dant 3 ou 4 jours consecutifs et observer qu'a cliaque rentree- 
de Fair dans le flacon la temperature s'eleve(i). 

Lorsqu'on laisse, au contraire, passer Fair dans le flacon 
pendant 5 a 6 heures consecutives, la levure sc liquefie et 
s'epuise completemcnt. 

En broyant la levure avec de la pierre ponce dans un 

broyeur puissant, on obtient une pate qui, mise a macerer 

• dans Feau froide et liltree, donne un liquide exempt de cellules 

et offrant encore, au point de vue de Foxydation, les memes 

proprietes que la levure elle-meme. 

Les fragments de pierre ponce impregnes de liquide, mis- 
on presence de Fair dans une masse de glycogene, y pro- 
duisent une elevation de temperature de 4 a 6 dcgres. Get 
e\ trait est moins actif que la levure elle-meme, mais une 
serie d'experiences nous ont montre qu'il possedait, tout 
comme la levure, un pouvoir diastasique oxydant. 



I. Cette experience est surtout interessante au point de vue de lana- 
lysc des gaz. JNous avons, en eflet, remarque que Ion peut. de cette maniere, 
decelerloxygene melange k des gaz inertes dans la proportion de 1 pour loo- 

Effront. Les Enzymes. 3 a 
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En presence dc tous ces fails, il est indiscutable que les 
phenomenes de respiration et d'oxydation des vegetaux et 
des animaux doivent etre generalement attribues a des 
oxydases. 

On voit, d'apres ce court expose, que la decouverte des 
oxydases a ete d'une importance considerable, puisqu'elle a 
jete quelque lumiere sur des phenomenes encore inex- 
pliques, ou pour Texplication desquels on avait recours a des 
theories erronces. 

L'etude des enzymes oxydanls presente encore un grand in- 
teret au point devue chimique, car ils constituent des reactifs 
tres sensibles pour toute une serie de substances organiques. 

Proprietes generales des oxydases. — Comme toutcs 
les diastases, les oxydases sont des corps eminemment ins- 
tables : ils sont detruits par la chaleur au-dessus de 60^. 

Les antiseptiques, en general, ne semblent capables que de 
rctarder I'oxydation produite par ces agents. Get te action re- 
tardatrice des ailtiseptiques n'est cependant pas un fait prouve 
d'une fagon generale. Nous pensons, au contraire, que les 
(lifferentes diastases appartcnant a cette classe sont plus ou 
moins sensibles a Taction des antiseptiques et que c'est a ce 
fait que nous devons attribucr les resultats negatifs de nom- 
hre de recherches operees sur des corps con tenant certaine- 
ment des oxydases. 

L'alcool ne semble pas geijer Taction des enzymes dc cette 
classe, lorsqu'on Temploie a un degre suffisant de dilution. La 
diastase du latex, la laccase, produit encore une oxydation en 
solution alcoolique a 5o pour 100. 

Les ferments solubles oxydants bleuisscnt energiquement la 
teinlure de gaiac non additionnee d'eau oxygenee, I'acide 
gaiaconique se formant avec Toxygene emprunte a Tair. 

La temperature, ainsi que les reactions du milieu, influent 
sur Taction des oxydases. 

Enfin, la plupart des oxydases aglssent tout particulie- 
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rement sur les corps de la serie aromalique : les phenols, 
les amines et leurs produits de substitution. 

Les produits d'oxydation fournis par les diastases sont en- 
core mal definis. L'oxydation des corps de la serie aromatique 
se produit, soit par une elimination de Thydrogene, soit par 
fixation directe d'oxygene. Cette oxydation n'est jamais tres 
profonde. L'oxydation des matieres grasses est beaucoup 
plus energiqiie; elle conduit a une destruction complete et 
a la formation de I'acide carbonique. 

L'action des oxydases n'est nullement specifique. La lac- 
case, par exemple, transforme tout aussi bien I'hydroquinone 
(phenol biatomique) que le pyrogallol (phenol triatomique). 

La position des groupes semble, toutefois, jouer un role 
primordial : la position para, par exemple, parait influencer 
iavorablement la reaction. 

On sait que, dans les diastases hydrolisantes, Tindividua- 
lite est plus caracterisee ; que la sucrase, par exemple, ne pent 
dedoubler que le saccharose et que ce ferment est m^me 
incapable d'agir sur des corps tres voisins et ne differant que 
par leur configuration. 

La quantite d'oxygene absorbe sous Taction des ferments 
solubles oxydants pent servir, dans la plupart des cas, a me- 
surer I'intensite de l'oxydation. 

I^reparation des oxydases. — Les oxydases s'extraient 
des corps qui les contiennent par les mcthodes gencralement 
employees pour 1' extraction des ferments solubles hydro- 
lysants. 

Les corps servant a la preparation sont tritures puis mis a 
infuser en presence de chloroforme. L'emploi de ce dernier 
corps const itue cependant un danger, car on ignore si cet 
antiseptique, qui laisse intactes la plupart des diastases liy- 
drolysantes, est egalement sans action sur toutes les oxydases. 
11 est done a recommander, si Ton cherche des oxydases, de faire 
deux triturations, I'une avec de I'eau chloroformee, I'aufre 
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avec de Teau contcnant de Tether. Dans certains cas, c'est dans 
Teau etherec qu'on trouvera les oxydases, tandisque rinfusion 
chloroformee ne contiendra pas trace de substances actives. 

L'infusion est ensuite precipitee par Talcool ; on redissoul 
le prccipite forme et on le precipite a nouveau plusieurs fois 
pour le purifier. 

La methode d'extraction par la glycerine est egalement ap- 
plicable k la preparation des oxydases. 

Laccase. 

La laccase est un ferment soluble produisant Foxyda- 
tion du latex de Tarbre a laque et le transformant en un 
vernis de tres bel aspect dont les Japonais, les Tonkinois el 
les Chinois se servent pour recouvrir leurs meubles. 

Le latex est un liquide clair presentant Faspect et la con- 
sistance du micl. On le recoltc dans TAsie orientale en pra- 
tiquant des incisions dans Tecorce de certains arbres rcsineux 
du genre anacardiaque (Rhus vermicifcraj. 

L'odeur du latex est tres faiblc et se rapproche un peu dc 
cclle de Tacide butyrique ; il possede une reaction acide. 

Le latex s'altere avec une rapidite extraordinaire. Mis en 
presence de I'oxygenc, il brunit et sa surface se recouvre 
d'une pellicule r^sistante d*une belle couleur noire et abso- 
lument insoluble dans les dissolvants ordinaires. Dans le vide, 
I'altcration ne se produit pas et le latex pcut se conserver 
tres longtemps. 

Les premieres donnecs sur la laccase sont dues au chimiste 
japonais Ilikorokuro Yoshida. L'etude de Toxydation du 
latex lui revela la presence d*un corps qu'il appela acide urus- 
chique (C'*H*^0^), corps qui par oxydation se change en acide 
oxyuruschique, ainsi que I'indique Tequation suivantc : 

2G« «H«s»02 4- 30 = 2C< «H<803 -h H^O 
acide uruschique acide oxyuruschique 
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Berlraiid, en delayant Ic latex dans une grande quantite 
d'alcool, Y deconvril deux produits, Tun qui cntre en solu- 
tion cl I'autrc qui se precipitc. 

Ce precipite, separe du liquide, est une sorte de gomme. 
On le lave avec soin a Talcool, on le reprend par Teau dis- 
tillee, puis on le precipitc a nouveau par lo volumes d'alcool. 
On pent alors le recueillir sous forme de flocons et Ic secher 
dans le vide. Le produit obtenu par cctte methode ressemble 
aux gommes ordinaires et se transforme, comme celles-ci, par 
rhydratation, en un melange de galactose et d'arabinose. 

Ce corps possede un pouvoir diastasique. 

La solution alcoolique, apres qu'on en a enlevele precipite 
gommeux, est distillee rapidement dans le vide. Le residu 
est agite dans Teau puis dans Tether ; I'eau retient le glucose, 
Ics sels mineraux, etc. et Tether dissout Textrait resineux du 
latex. L'ether est alors decante et evapore dans une atmos- 
phere d'hydrogene. 

Le produit obtenu par cette methode est le taccof; c'est un 
liquide huileux, d'une assez forte densite, ne se dissolvant 
pas dansTeau, mais entierement soluble dans Talcool, Tether, 
le chloroforme et le benzene. La manipulation de ce produit 
presente certains dangers : des traces de laccol peuvent agir 
d'une fagon nocive sur Tepiderme. Mis en presence de Tair, 
il se colore en brun rouge, prend une certaine visquosite et 
(in it par se resin ifier. 

L'oxydation, favorisee par la potasse et la sonde, se pro- 
duit en diverses phases. Le liquide s'echaufle, verdit, devient 
noir d'encre, et absorbe une grande quantite d'oxygene. Le 
laccol donne avec le perchlorure de fer et Tacetate de plomb 
des reactions ressemblant fort aux reactions que produisent, 
avec ces niemes agents, Ics phenols polyatomiques. 

En presence de laccase, l'oxydation du laccol est bcaucoup 
plus profonde, beaucoup plus rapide et donne fmalement une 
substance noire, insoluble qui ne s'obtient pas en Tabsence 
de T enzyme. 



342 LES ENZYMES 

Bertrand, au debut dc ses etudes, a cru que la fixation 
d'oxygenc se faisait par une simple aflinite chimiquc, et que 
la laccasc agissait en suite sur les corps oxydes a la fagon 
d'un agent hydratant. 

A la suite de ses experiences, le cliimiste franc^ais par- 
vint a determiner le veritable mecanisme de I'oxydation. II 
remarqua que la quantite d'oxygene absorbe par le laccol au 
contact de I'air, augmente avec la dose de laccase employee, 
ce qui ne pent s'expliquer que par une action oxydante di- 
recte de la laccase. 

Des demonstrations probantes furent fournies dans la suite 
par Bertrand. 11 fit agir une certaine dose de laccase sur des 
corps voisins du laccol, principalement sur I'liydroquinone 
et sur le pyrogallol et constata qu*en presence de la laccase 
tous les phenols polyatomiques absorbaient une certaine quan- 
tite d'oxyg^ne, en degageant de I'acide carbonique. En Tab- 
sence de diastase au contraire, ou bien avec une solution 
diastasique chaufleea loo'', auciine oxydation ne seproduisait. 
L'action oxydante de la laccase est done bien demontree. 

Bertrand decouvrit ensuite une reaction tres sensible pour 
deceler la presence d'oxydases dans les plantes. II constata 
que la teinturc alcoolique dc gaiac prenait, en presence de 
la laccase, une coloration bleue intense par la seule inter- 
vention dc I'air, tandis que, pour obtenir le meme resultat 
avec les diastases hydrolisantes, il est necessaire d* employer 
Teau oxygenee. 

La meme reaction a encore lieu quand on traite par la 
teinture de gaiac des coupes d'organes contenant une diastase 
oxydante. 

La sensibilite de cette reaction permit a Bertrand de 
reconnaitre la presence de la laccase dans un grand nombre 
de vegetaux, et d'emettre Thypothese, tres justifiee d'ailleurs, 
que la laccase se trouve repandue dans lout le regne vegetal. 
Voici la nomenclature des vegetaux dans lesquels cette dias- 
tase a ete trouvee : 
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Betteraves, carottes, navets (racines), dahlias (racines, tii- 
bercules), pommes dc terre (tubercules), asperges (tigo 
jaune), balizier (rhizome), luzerne, trefle, ray grass (tigcs 
et feuilles), topinambours, pommes, poires, marrons, gar- 
denias (fleurs), arbre a laque (latex). 

Pour Tex traction de la laccase, secretee par les vegetaux 
que nous venons de citer, Bertrand se servit d'une methodc 
un peu differente de celle employee pour le latex. Le sue ex- 
trait des organes parenchymateux des rhizomes ou des tuber- 
cules, est precipite aussitot apres son extraction. Quant au 
liquide extrait des parties vertes de la plante, on Tadditionne 
de chloroforme et on I'abandonne a lui-m^me, a la tempe- 
rature ordinaire, pendant 24 heures ; il se forme alors un 
coagulum que Ton separe du reste du liquide, et c'est dans 
le liquide filtre qu'on op^re la precipitation parTalcool. Cettc 
precipitation se pratique de la meme fagon que pour le latex 
de Tarbre a laque. 

Bertrand a remarque que la plus grande quantite de lac- 
case est secretee par les organes en voie de formation. 

Emile Bourquelot et Bertrand rechercherent la presence 
de la laccase dans les champignons, vegetaux quiprovoquent, 
ainsi qu'on le sait, des phenomenes energiques d'oxydation. 

Schonbein, en i856, avait deja fait la curieuse remarque, 
qui d'ailleurs resta a I'etat de simple observation, que le sue 
des deux champignons, le Boletus luridus et I'A. sanguineus 
bleuissait la teinture de gaiac sans addition d'eau oxygenee et 
perdait cettc faculte lorsqu'il etait chauffe a 100°. 

La presence des oxydases fut recherchee par les savants 
frangais dans plus de deux cents especes de cryptogames et 
la reaction du gaiac fut essayee dans les divers organes de 
ces plantes. lis examinerent surtout les Basidiomycetes, quel- 
ques Ascomycetes, un Myxomycete : le Reticularia maxima, 
les Polypores et les Agaricines. Le Russula foetens Persoon 
fut tout particulierement etudie a cause de la particularitc 
qu'ont toutes ses parties de se colorer en bleu par la solution 
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de gaiac. Les oi>eratcurs couperent et broyercnt 120 grammes 
<le ]liissiila, puis les firent macerer dans dc I'cau additionneo 
de chlorofoime. Le liquidc filtre, prenait, an bout d'unelicure, 
successivement les teintes jaunc pale, puis rouge sale ; il pre- 
sentait tous les caracteres d'une solution de laccase. 

La diastase oxydante de ces difTerents vegetauxest soluble, 
du moins en partie, dans Talcool, car lorsqu'on ajoute un 
exces de ce reactif a la solution diastasique, meme lorsque 
<:elle-ci est fort active, on n'obtient qu*un precipite tresfaible. 

Voici le tableau que Bourquelotet Bertranddonnent comme 
resume de leurs experiences : 



GENRE 


>'OMBUE o'ESPfeCES 




ESPECES 




OU SOUS-GEHRE 


EXAMINEES 


ATEC LACCASE 


SAHS 


LACCASE 


Russula 


18 


18 









Lactarius 


30 


18 






3 


Psalliole 


5 


4 






I 


JJoletuR 


18 


10 






8 


Clitoc^be 

Marasmius. . 





5 







4 

6 


Hygrophorus . . . 
■Corlinarius. . . . 




12 




I 






6 
II 


Inocyhe 


6 


I 






5 


Amanyta 


7 


2 






5 



L'enzyme oxydant se trouve done aussi dans les plantes 
depourvues de chloropliylle. 

Dans les cbampignons, il est repandu dans toute T^ten- 
^lue de I'organe reproductcur ; on le trouve localise dans les 
lamelles de certains hymenomycetes, ou a la base du stype. 

Mode d' action de la laccase. — La laccase agit sur 
toute une serie de substances. Ajout^e a une solution d*hy- 
<lroquinone dans im vase ouvert, elle produit une oxyda- 
tion assez rapide. La solution prend une teinte foncee et, an 
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bout tie quekpie temps, on constate Tapparition de lamelles 
cristallines d'une couleur verte. 

Le liquidc oxyde prend I'odeur caracteristifjue du quinonc 
et la reaction pent etre exprimee par Tequation suivante : 

2C«Hi <[oH)! 4- 02 = 2C«H« <^ 



hydroquiiione quinone 

La diastase agit aussi sur Tacide gallique, mais le produit 
de la reaction a ete jusqu*ici peu etudie. 

En faisant reagir une certaine quantite de laccase extraitc 
des Russula, sur Tacide gallique, Bourquelot et Berlrand ont 
obtenu les resultats suivants : 

Quantites employees : 

Acide gallique: i f?r 

Eau ioo*^<5 

Liquidc a laccase S^c 

Apres une he are : 

Oxygene absorbe i5«<'9 

Acide carbonique degage i3<='^9 

Apres quatre heures : 

Oxygfene absorbs 1 7 «<• 6 

Acide carbonique degage ii*^**! 

Apres une lieure, le rapport -^ valait 0,87/1 et aprfes [\ 

heures o,63o. Ces rapports assez eleves montrent que le pou- 
voir oxydant de la laccase est tres energique. 

En essayant Taction de la laccase sur trois polyphenols 
isom^res : sur I'hydroquinone, la pyrocat^chine et la r^sorcine, 
on a trouve les chiffres suivants qui donnent une idee de la 
vitesse de Toxydation : 
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OXYGEN E CO^ 

ABSORB^ DEGA6E 



Hydroquinone (paradiphenol). Apres 4 h. 82,0 1,7 

Pyrocatechine (orthodiphenol). — 4h. 17,4 3,8 

Resorcine (metadiphenol).. . — i5h. 0,6 0,0 



On voit que la quantite d'oxygene absorbe est presque 
nulle pour le metadiphenol, tandis que le paradiphenol 
s'oxyde tres faiblement. 

Ces faits se sont reproduits dans toutes les experiences de 
Bertrand; la phloroglucine, ou toutes les oxydriles sont en 
meta, se refuse, pour ainsi dire, a toute oxydation, tandis que 
son isomere, le pyrogallol, absorbe Toxygene avec rapidite. 

Les differents polyphenols examines par Bertrand ont mon- 
tre que leur oxydabilite est en raison directe de la facilite 
avec laquelle ils se transforment en quinones. 

La totalite, ou une partie des oxydriles des polyphenols, 
peuvent etre remplaces par des radicaux amidogenes (NH*)^ 
sans que la marche de 1' oxydation soit modifiee. 

Le paramidophenol : 

^NH2(4) 
est facilement oxydable; le metamidophenol, au contraire, 

ne fixe que des quantites minimes d'oxygenc. 

D'apres L de Rey Pailhade, la laccase existerait dans les 
grains en germination. L'enzyme agirait sur une matiere 
oxydable : le philothion, egalement contenu dans ces grains. 
La laccase jouerait, par consequent, un role dans la respiration 
des cellules vegetales. Toutefois, il n*a nuUement demon tre 
que Tenzyme oxydant trouve dans les grains est la laccase. 
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II y a tout lieu d'admettrc qu'on se trouvc en presence d'une 
autre oxydase. 

Nous pouvons a present determiner d'une maniere plus 
generale le mode d' action de la laccase. 

La laccase est un ferment soluble produisant I'oxydation 
des corps de la serie benziniquc, qui possedent au moins 
deux groupements, OH ou NH% lorsque ces groupements 
occupent la position para ou ortho. 

Ici s'arretent les observations specialement applicables a la 
laccase. Les travaux ulterieurs de Bourquelot et de Bertrand 
se rapportent a une autre diastase, ou plutot a un melange 
de laccase et d*un autre enzyme, la tyrosinase, dont ces sa- 
vants ont reconnu la presence dans un grand nombre de 
vegetaux. 

Tyrosinase. 



Les sues extraits des betteraves et de quelques autres vege- 
taux prennent, lorsqu'on les met au contact de Fair, une 
coloration rouge, puis noire. Ce phenomene est du a Toxy- 
dation de la tyrosine qui se trouve dans ces vegetaux, oxyda- 
tion qui se produit par Tintervention d'une diastase. 

La formule rationnelle de la tyrosine ou acide oxyphenyl- 
amidopropionique est : 

G02II 



G2H3<; 



NH2 



HG 



HC 



'G 

I 
OH 



Gil 



GH 
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On Yoit, d'aprcs cottc formule, que la tyrosine n'appartienl 
pas coniplelenienl a la classe des coq)s que nous avons rc- 
connus comme etant certainemenl oxydables par la laccasc, 
r'est-a-dire a la classe des polyphenols dont les livdroxyles 
sont dans la position para ou ortho. 

La tyrosine en eflet, soumise a Taction de la laccase, n'ab- 
Korbe pas d'oxygene. 

D'autre part, Bertrand a constate par diverses experiences 
((ue I'oxydation de la tyrosine ne se produisait plus lorsque 
le sue ex trait des plantes avait ete chauffe a ioo°. Ce fait in- 
diquait Tintervention d'une diastase. 

L'oxydation de la tyrosine pouvait s'expliquer par Taction 
de la laccase sur un produit de dedoublement de la tyrosine, 
produit prealablenient elabore par un autre enzyme non oxy- 
dant contenu dans le liquide. 

Pour controler cette hypothese, Bertrand mit dans un bal- 
lon une certaine dose de sue cxtrait de la Russula et quelques 
frranuues de tyrosine. A[)res 2.4 lieures, le tout fut chauffe a 
1 00° ; Taddition de laccase au liquide et Texposition k Tair, 
ne determinerent alors aucune oxydation. 

II eta it done demon tre, par cette experience, que la laccase 
(\st absolument sans action sur la tyrosine, et qu'il ne se 
produit pas dans le liquide d'action diastasique prcalable per- 
mettant Toxydation par la laccase. 

Kn realite, la fixation de Toxygene se produit par Tinter- 
niediaire de la tyrosinase, enzyme analogue a la laccase, mais 
agissant sur d'autres corps. 

La tyrosinase a ete isolee, par Bertrand, de plusleurs \eg^- 
laux. r^xtraite des pommes de terre, des dahlias, etc., elle 
ne possede qu'un tres faible pouvoir oxydant ; extraite, au 
(ontraire, des champignons, elle oxyde tres rapidement la 
tyrosine. 

Bourquelot prepare la tyrosinase avec le Russula nigricans 
([u'il broie dans de Teau chloroformce. Le liquide, apres fil- 
tration, constitue la solution diastasique. 
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Pour constater Taction de la tyrosinase, on met dans des 
lubes a reaction 5 centimetres cubes de solution diastasique, 
puis 5 centimetres cubes d'une solution de tyrosine et, en 
agitant ensuite de temps en temps pour introduire de I'air. 
Le liquide devient d'abord rouge, puis noir. 

Grace a cette reaction et a celle du gaiac, Bourquelot a 
demontre I'existencc de la tyrosinase dans les champignons 
suivants : 

Boletus, Russula, Lactarius, Parillus, Psalliota, Ilebeloma, 
Amanita, Scleroderma. 

Certains champignons ne donnent de reaction, ni avec le 
gaiac, ni avec la tyrosine et Ton en pent dcduire qu'ils ne 
renferment aucune diastase oxydante. 

La tyrosinase ne se trouve pas aussi repandue dans la na- 
ture que la laccaso ; maisclle se rencontre tres souvent, simul- 
tanement avec celle-ci, dans le m^me sue vegetal. Certaines 
solutions diastasiques extraites des plantes transforment, en 
eflfet, aussi bien la tyrosine que les polyphenols. 

Dans une serie d'experiences executees a 5o'\ 60** et 70*, 
Bertrand a remarque que la faculle que possedent les sues 
vegetaux de transformer la tyrosine disparait a des tempera- 
tures relativement basses, tandis que les proprietes analogues 
a celles de la laccase persistent encore dans le liquide a des 
temperatures plus elevees. Cette difference d'alterabilite des 
deux diastases a permis de les separer Tune de Tautre de la 
maniere suivante : 

i5oo grammes de Russula delica fraiche sont reduits en 
pulpe et mis a macerer a froid avec leur poids d*eau chloro- 
Ibrm^e. En exprimant le sue de la pate ainsi obtenue, on 
obtient 2 litres environ d*un liquide mucilagineux que Ton 
additionne de 3 litres d'alcool a 95° ; il se forme un precipite 
qu'on separe par filtration. Le liquide alcoolique, dont on a 
separe le precipite, est reduit, par distillation dans le vide 
a 00", a un demi-litre environ. Le produit ainsi obtenuoxyde 
tres rapidement Thydroquinone et le pyrogallol en laissant la 
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lyrosine absolument inlacte. La precipitation par Talcool et 
I'elcvation a 5o° ont detruit jusqu'aux traces de tyrosinase. 

Cette derniere diastase se retrouve dans le precipite qu'on 
a separe du liquide alcoolique. On purifie ce precipite par 
iin delayage dans I'eau chloroformec ; on le precipite de nou- 
veau par 2 volumes d'alcool et on le separe du liquide. Le 
produit, apres un second traitement identique, est desseche 
a 35°. 11 reagit a peine sur les polyphenols et produit une 
oxydation tr6s rapide de la tyrosine. 

L'individualite des deux enzymes est done bien prouvee. 

Influence du milieu sur r oxydation. — Bourquelot, 
dans un travail tres complet, a mis en evidence la relation qui 
oxiste entre la composition du milieu et Tactivite diastasique 
du ferment oxydant des champignons, ferment compose, ainsi 
que nous Tavons vu, d'au moins deux enzymes oxydants : la 
laccase et la tyrosinase. 

Une solution d'aniline, en presence d'une infusion de 
cliampignons riches en oxydase s'oxyde tres lentement, car 
on n'observc qu'un leger changement de coulcur. 

Bourquelot fut done amenc a se demander si Falcalinite 
que I'anilinc communique au milieu n'exerce pas une influence 
defavorable sur Taction oxydante de I'enzyme, et il etudia 
I'oxydation de I'aniUne en presence de doses croissantes 
d'acide acctique. 

Le champignon choisi pour ces experiences fut la russula 
delica parce que le sue filtre de sa maceration donne une solu- 
tion aqueuse claire, pcrmettant par consequent d'observer 
facilement les changements de coloration. La maceration fut 
faite en prenant 5 parties d'eau pour une partie de champi- 
gnons et on obtint ainsi, apres filtration, un liquide a peine 
colore en jaune. 

Get extrait, additionnc d'acide acetique cristallisable a 
doses variant de i a 5o pour 1000, fut mis en essai avec la 
leinture de gaiac. 
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Bourquelot vit alors apparaitre la coloration bleue avec la 
nieme iiilcnsite et la m^me vitcsse, dans tous les cssais qu*il 
pratiqua. Le reactif n'est done pas influence par de fortes 
doses d'acide acetique et, dans ces conditions, on peut etudier 
I'influence de I'acide sur Taction de Taxydase. Cette action 
est indiquee, pour difTerentes doses d'acide, par le tableau 
suivant : 

ESSAI 
TEMOIN ESSAI I ESSAI 2 EssAi 3 EssAi 4 EssAi 5 EssAi 6 



Solution 
d'nniline 
saturee. 


5CC 


5c« 


5..C 


5.C 


5CC 


5CC 


b^ 


Eau. 


gcc 


gcc 


gcc 


gcc 


gcc 


gcc 


gcc 


Acide 
acetique. 

o/o. 


o 


o,i 


0,2 


0,4 


I 


a 


5 


Solution 
diastasique 


5 


5 


5 


5 


5 


5 


5 


Re««ullat. 


Oxydation 
faible. 


Oxydation 

un peu 
plus forte. 


Oxydation 
forte. 


Oxydation 
tres forte. 


Oxydation 
forte. 


Oxydation 
tres faible. 


Oxydation 
nulle. 



L'oxydation apparait a peine dans le tube temoin qui 
prend une teinte jaune sale ; elle augmente avec une rapidite 
extraordinaire dans les essais i, 2, 3, 4 ou la solution se 
colore immediatement en jaune sale, en donnant naissance h 
un precipite jaune-brun, soluble dans Tether. Quant aux 
cssais 5 et 6 contenant respectivement 2 et 5 pour 100 
d'acide acetique, le premier fournit encore une faible oxyda- 
tion, tandis que, dans le second I'oxydation, est absolument 
nulle. Done Tacide acetique a 2 pour 100 est defavorable a 
Toxydation. 

Avec I'orthotoluidine et la paratoluidine, essayees dans les 
rnemes conditions, en presence des monies quantites d'acide, 
les reactions se presentent de la meme fagon, quoiqu'en don- 
nant des colorations differentes. 
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L'orthotoluidine donne une coloration transparente violot 
bleu devenant opaque au bout de plusieurs heures. Le tube 
temoin prend une teinte jaune trouble. La paraloluidinc 
donne une coloration rose, puis rouge vineux. Le tube 
temoin est encore jaune, et devient legerement trouble au 
bout de quelque temps. 

Une solution aqueuse de phenol prend une teinte brune en 
presence de la solution diastasique. Cette reaction, tres lente a 
la verite, est totalement empechee par Tacide acetique et favo- 
risee par des doses de o,i a o,4 pour loo de carbonate de 
sodium. 

En resume, Toxydation des substances a fonction basique 
est favorisee par Tacidite du milieu, tandis que les substances 
a fonction acide s'oxydent plus facilenient dans un milieu 
alcalin. Cette influence du milieu sur la marche de Foxyda- 
tion est tres considerable. 

Action de Voxydase aur les phenols inaolubles 
dans Feau. — Bourquelot s*est tout d'abord occupe de Tac- 
tion de Toxydase sur les phenols solubles dans I'eau. II s'est 
occupe ensuite de Taction de Toxydase sur les phenols inso- 
lubles dans Teau, mais solubles dans Talcool ethylique ou 
Talcool methylique. II s'etait assure, au prealable, que les 
alcools employes conime dissolvants et convenablement eten - 
dus, ne produisaient aucune alteration de Toxydase et que le 
phenomene d'oxydation s'y produisait de la meme fagon que 
dans les solutions aqueuses. 

Cette certitude acquise, Bourquelot fit di verses experiences 
sur les phenols solubles dans ces agents. En voici le resume : 

L'action de Toxydase fut essayee sur trois solutions de 
difKrents xylenols contenant o'^%5ode xylenol, loo grammes 
d'alcool absolu et 5o centimetres cubes d'eau. 

L'orthoxylenol (i, 2, 4), produit fusible de 55° a 60°, pro- 
duisit un precipite blanc devejiant ensuite rose saumon cl 
soluble dans Tether. 
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Le metaxylenol.(i, 3, 4)» produit licjuide dont la solution 
alcoolique devicnt vcrtc sous raction du perchlorurc dc fer, 
fut oxyde immediatement et donna un precipite blanc deve- 
nant ensuite rose sale et soluble dans Tether. 

Le paraxylenol, fusible de 74° a 76°, se troubla legerement 
et donna naissance a un precipite blanc rose, insoluble dans 
Tether, 

Les essais d'oxydation du thymol ont ete faits sur une so- 
lution ayant la composition suivante : 

Thymol oP^ 5o 

Eau Ao'^<- 

Alcool lo^'" 

Solution de carbonate de sodium (a 2 p. 100) 5^*^ 

Solution diastasique 5o''= 

La solution absorba 19 centimetres cubes d'oxygcne ct il 
se forma dans le liquide un precipite blanc. 

Le carvacrol, essaye dans les memes conditions, donna peu 
a peu naissance a lin trouble, puis a un precipite blanc, en 
absorbant 2 7*"^, 5 d'oxygene. 

La casse des vins. 

La casse des vins est une maladie caracterisee par Toxy- 
dation de la matiere colorante du vin et la precipitation de 
cette matiere, avec jaunissement de tout le liquide. 

Des 1895, Gairaud reconnut que ce phenomene ctait du 
a Taction d'une diastase, sans toutefois Tattribuer nettemcnt 
a une oxydase. 

P. Martinand, dans un travail public plus tard, identifia la 
diastase produisant Toxydation de la matiere colorante du 
vin avec la laccase recemment decouverte par Bcrtrand. Cette 
identification etait absolument erronee. En cffet, on reconnut 
plus tard que Toxydase du vin transforme les polyphenols, 
tandis que la laccase, tout en hatant Toxydation des vins cas- 
Effko^t. Les Enzymes. 23 
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sants, est incapable de la produire, a elle seule, dans les vms 
non cassanls. 

Cazeneuve ayant additionne des vins d'une certaine quantite 
de laccase ne remarqua qu'une alteration imperceptible, alors 
que la solution diastasique employee etait tres active et bleuis- 
sait fortement la teinture de gai'ac. La diastase determinant 
Toxydation de la matiere colorante est done un enzyme bien 
determine, Cazeneuve lui a donne le nom d'oenoxydase. 

Preparation de Voenoxydase. — Cazeneuve observa 
le phenomene de Toxydation dans du vin du Beaujolais qui 
se montrait assez sensible a Taction de Tair ; il en isola la 
diastase par le proccde suivant : 

Le vin est soumis a Taction d'un exces d*alcool qui preci- 
pite une matiere presentant Taspect d'une gomme. Ce preci- 
pite est repris par Teau distillee, dans laquelle il se dissout 
en donnant une sohition opaline, incolore. On precipite a 
nouveau le liquide obtenu; le nouveau precipite est seche 
dans le vide ct enfin rccucilli sous la forme d'une gomme 
impregnee d'oxydase. 

Secretions de Voenoxydaae. — Les diverses reactions 
qui caracterisent la diastase de la casse des vins sont identi- 
ques k celles de toutes les oxydases. Comme les autres fer- 
ments solubles oxydants, elle bleuit la teinture de gaiac. 

La reaction du gaiac fut essayee par Martinand sur des 
raisins mArs et elle decela la presence d'oxydases. Avec le jus 
du raisin ; il parvint a transformer Thydroquinone et le 
pyrogallol. 

Les raisins murs secretent une plus grande quantite d'oe- 
noxydase que les raisins verts et les raisins sees en sont com- 
pletement depourvus. Les sues fermentes des poires, des 
prunes et des pommes sont plus riches en oenoxydases que 
le vin. 

La secretion d'cenoxydase a ete attribute par Laborde a la 
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presence, sur la racine dc la vigne, de la moisissurc Botrytis 
cinerea (pourriture noble). 

Dosage et proprietes de Fcenoxydase, — Le dosage 
des oxydases presente de grandes difficultes. En effet, ccs 
enzymes n'exercent pas toujours leur action avec degagement 
d'acide carbonique, facile a doser ; Toxygene se combine par- 
fois a rhydrogene pour former de Teau ou se fixe directe- 
ment sur les matieres oxydables. Dans ces conditions, I'ana- 
lyse des produits de Toxydation devient tres difficile. 

Laborde a base une methode de dosage sur la coloration qui 
prend un liquide diastasique en presence de teinture de gaiac. 
II prend comme unite la coloration qu*acquierent 20 cen- 
timetres cubes de solution alcoolique de gaiac par Faddition 
de o^'*,5 d'iode et il compare k cette unite, dans un colorimetre 
Dubosc, la coloration obtenue, dans la meme teinture, par 
Toxytase. 

L'cenoxydase oxyde la matiere colorante des vins franc^ais 
et italiens; les vins espagnols et turcs subissent plus diffi- 
cilemcnt son action. 

Cazeneuve constate que la matiere colorante du vin est un 
corjis k fonction phenolique. Cette matiere est transformce 
par Toxydation, en m^me temps que les ethers, alcools, 
essences, etc... auxquels est du le bouquet du vin. 

Lorsque le vin est agite avec de Tether, il cede a cet agent 
une matiere ayant les caracteres d'un tannin. Apres I'oxydation 
du vin, on ne retrouve plus que des quantites minimes de 
cette substance, souvent meme on n'en apergoitplus de traces. 
Or, le vin neutre apres avoir ete traits par Tether, ne subit 
plus aucune alteration sous Taction des oxydases. 

La casse des vins, d'apres cette experience, parait done due 
a Toxydation d'une substance particuliere. 

L'cenoxydase s'aflaiblit au fur et a mesure qu'elle agit, 
car la quantite d*oxygene absorbee au debut est plus grande 
que celle absorbee a la fin de Toxydation. 
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En introduisant dc Fair dans un demi-litre de vin, Laborde 
a constate que I'absoi-ption se fait pendant les 8 premiers 
jours et qu'au bout de ce temps un arret brusque se produit. 
Le dosage du gaz absorbe a donne les chiflFres suivants ])our 
trois vins diflerents : 

oxygene absorbe c02 degage co^ 

,.. ,., rappout ""TP 

par litre par litre ^ 

I ""c experience.. . 5o,8 33,4 o,63 

2° experience.. . 8i,o 38 o,47 

3*5 experience no, a G3,8 o,58 

Ce tableau montre qu'il n'y a pas seulement oxydation de 
la matiere colorante, mais combustion de cette matiere et 
production d'acide carbonique. 

Lagati a rcmarque que par Taddition des sels ferreux, les 
vins s'oxydent exactement comme sous Taction d'une dias- 
tase. Le prccipite qu'il obtint ainsi est identique au precipite 
des vins casses ; il nc se produit pas a I'abri de Tair, ni en 
presence de I'anhydride sulfureux. 

Get auteur attribua I'oxydation a la seule action des sels 
ferreux, mais cette maniere de voir fut refut^e de fagon con- 
cluante par Laborde. En effet, la dose maxima de fer a I'etat 
ferreux contenu dans un vin, ne pent absorber que lo cen- 
timetres cubes d'oxygene, tandis que le vin cassant en absorbe 
jusqu'a no centimetres cubes par litre. A cote de Taction du 
sel ferreux, s'exerce done aussi celle d'une diastase. 

Action de la temperature. — D'apres Cazeneuvc, 
Tcenoxydase se montre pen sensible aux basses temperatures: 
a o° et meme au-dcssous Toxydation se produit encore. A 63° 
la diastase n'est pas entierement detruite; pour que la des- 
truction soit complete, il faut elevcr la temperature a 70° 
72°. Martinand fixe la temperature de destruction a 72° pen- 
dant f\ minutes, ou a 35° pendant une heme. 
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Bouffard fit, a ce siijet, des experiences interessantes. Dans 
3 tubes A , B, G, il mit : en A, une solution aqueuse de diastase ; 
en B, la m^me solution, additionnee dune certaine quantitc 
d'alcool a io°; en C une solution de la meme diastase addi- 
tionnee de o^'*,5 d'acide tartrique. La temperature de des- 
truction fut determinee pour chaque essai et on obtint les 
resultats suivants: 



TEMPERATURE 

DE DESTRUCTIOM 



Solution aqueuse neutrc 73°5 

Solution -|- alcool a lo" 60° 

Solution -h acide tartrique 52'^5 

On voit que la presence d'alcool ct d'acide tartrique abaissc 
la temperature de destruction. Lorsqu'on ajoute 20 pour 100 
d'alcool, la temperature de destruction s'abaisse encore de 5°. 
A 60°, d'apres le meme auteur, ractivite subsiste pendant 
2 minutes, puis decroit et disparait completement au bout 
de 20 minutes. 

Laborde a etudie Taction de la temperature dians un liquide 
diastasique acide con tenant 5 unites d'oxydase. II porte ces 
liquides a differenles temperatures el, apres refroidissement, 
il determine la quanlile de substance active restante. Ces 
cssais ont fourni les cbilTres suivants : 



TEMPiaUTlHi: 


OXYDASE 


— 


\ C T 1 V K 


DKTRUITE 


Go« 


2,3() 


2,10 


65 


1 , 5() 


3,5 


70 


0,90 


fia 


7^ 


0,75 


\,'20 


80 


0/40 


4,55 


85 





5 



La temperature de destruction de rtrnoxydasc est done 
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situee entre 70° et 70°, mais ractivitc de I'enzyme diminue 
dejk considerablement a 60°. 

Action des agents cbimiques. — D'apres Martinand, 
xme addition d*acide retarde roxydation et une addition d'al- 
cali, au contraire, est favorable a la fixation de I'oxygene. 

Cependant, lorsque le vin possede deja par lui-meme une 
acidite naturelle assez considerable, Toxydation se fait, meme 
sans Taddition de diastase. 

L'alcool concentre altere la diastase, mais Talcool etendu 
et le vin titrant 9° la laissent absolument intacte. 

Le phosphate tricalcique et I'acide tartrique sont sans 
action acceleratrice ou retarda trice sur Toxydation. Le formol 
(aldehyde formique) est aussi sans action. 

Lcs acides gallique, pyrocatechique et salicylique empe- 
chent Toxydation. 

L'acide sulfureux, a la dose de 0,01 a 0,08 par litre, para- 
lyse Taction de Toenoxydase et produit sa destruction. Ce 
fait a ele demontrc par Bouffard et Cazcneuve. Cazeneuve, 
en additionnant une certaine quantite de vin de o,oo4 
grammes d'acide sulfureux, precipila la diastase de ce vin 
par les methodes ordinaires, lava le precipite a Talcool, el le 
recueillit. Au bout de quelque temps, le precipite redissous dans 
Teau ne donnait plus de coloration avec la teinturc de gaiac. 
L'acide sulfureux avait done agi directement sur la diastase. 

L'oenoxydase est ^minemment alterable. En presence de 
I'air, elle se detruit progressivemcnt par absorption d'oxygene. 
En exposant une solution d'oxydase a I'air, Laborde a obtenu 
les chiffres suivants : 

OXYDASE 
DUUEE DE l'aEUATIOxN restantk perdue 

3 jours 3,5 2,0 

4 — 2,8 2,7 

6 - 2,4 3,1 

12 — 0,8 4»7 
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On remarque que la destruction, qui est rapide au d6but, se 
ralentit tres sensiblement apres le deuxieme jour. 

Autres oxydations du vid.— D'apres Martinand, Toxy- 
dase joue aussi un role dans Tamelioration des vins par le 
vieillissement. II a pu, en effet, produire artificiellement, par 
addition d'oxydase, le vieillissement d*un vin de Bourgogne. 

Le vin, additionne d'oxydase et expose a Tair pendant 48 
heures, prend une couleur plus jaune et un parfum de vin 
vieux. La coloration de ce vin repond au violet rouge 354 du 
vino-colorimetre Salleron, avant Toxydation; apres I'expo- 
sition a Tair, en presence de Toxydase, la teinte correspond 
au troisieme rouge 4o4. 

L'oxydation du sucre et de Tacide tartrique du vin doit etre, 
d'apres Martinand, rapporteea une cause du meme genre. 

Une action particuliere de Toxydase a pu etre constatee 
sur certains raisins d*Amerique. 

Ges raisins ont un gout parfume desagreable qui se perd 
par aeration ; mais lorsqu'ils sont soumis a une temperature 
de 100", ils conservent une saveur particuliere qui disparait 
par Taddition de diastase oxydante. 

Oxydine. 

Boutroux, en etudiant la cause de la coloration du pain 
bis, decouvrit dans le son une substance active ressemblant 
a la laccase et qu'il appela oxydine. 

Quand on laisse macerer le son pendant une demi-heure 
avec son volume d'eau, on obtient, par filtration sur des bou- 
gies en biscuit, unliquidelimpide, blond, qui, a Tabri de I'air, 
se conserve sans cbanger de couleur. 

Mis au contact de Tair, ce liquide prend une teinte brune 
qui, avec le temps, devient plus foncee et finit par devenir 
noire . Cette coloration ne se produit pas dans une infusion portee 
a IOo^ 
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Boutroux est parvenu a scparer de rinfiision Tenzyme 
oxydant et la substance qui subit I'oxydation. En additionnant 
d'alcool I'infusion fdtree ; I'oxydase se precipite sans entrainer 
la substance oxydable. 

On pent obtenir, par ce moyen, deux solutions qui sepa- 
rement ne cliangent pas de couleur en presence de I'air et 
qui, melangees, biiinissent sous I'influence de I'oxygene. 

Pour prt'parer I'oxydine, on fait macerer Ic son dans une 
atmosphere de gaz carbon ique et on filtre dans les memes 
conditions. Le liquidc filtre est additionne de 3 volumes 
d'alcool a g5° et le precipite est lave l\ I'alcool a 82'' sur filtre 
en papier. Le filtre s'impregne d*une substance amorphe, 
brune, difficile Ji detacher. On decoupe le filtre en mor- 
ceaux et on seclie dans le vide. Ce papier, impregne de 
substance active, agit energiquement sur Tinfusion de son 
sterilisee; elle oxyde aussi I'hydroquinone comme la laccase. 
L'oxydine est aussi precipitee par le chlorure de sodium. 
Une infusion de son saturee de ce sel ne se colore plus en 
presence de Tair. L'enzyme se trouve evidemment precipite 
mais le precipite n*est pas actif. 

L'oxydine joue un role tres important dans la coloration 
du pain bis, mais dans ce phenomene intervient aussi Tamy- 
lase. Les deux enzymes contenus dans le son agissent par 
des voies differentes. 

L*intervention deToxydase se manisfeste pendant la prepara- 
tion de la pate et dans les premiers moments de la fermenta- 
tion panaire. La matiere oxydable du son se transforme a ce 
moment en matiere colorante. L'oxydation que produit l'oxy- 
dine se trouve paralysee par Tacidite et lorsque la fermentation 
panaire est devenue plus active, Toxydine cesse d'agir. 

La couleur de la pate devient encore plus foncee par la 
cuisson. Dans cette phase du travail, c'est I'amylase qui in- 
tervient. L'amidon, qui se trouve en suspension dans la pate 
avant la cuisson, se liquefie partiellement sous Tinfluence de 
I'amylase du son. 11 se produit une soudure entre les parties 
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non encore liquefiees. La masse change de stnicture et ce 
cliangement produit la coloration. La coloration de la farine 
pourrait ctre influencee aussi par unc substance se trouvant 
dans le germe dii ble. D'apres unecommunictaion verbale que 
m*a faite Albiiiana fils de Barcelonc, personne tres experte 
dans les questions de minoterie, la farine obtcnue avec des 
grains degermes est blanche et inalterable, tandis que la pre- 
sence des germes, meme en quantite relativement petite, 
fournit une pate se colorant tres rapidement. 11 est probable 
que les germes contiennent une oxydase ou une autre dia- 
stase analogue. 

Olease. 

Les olives fraiches, mises en tas, se mettent facilement a 
fermenter. On constate une elevation de temperature, un 
degagement d'anhydride carbonique avec formation d'acide 
acetique et d'autres acides gras. Talomei a demontre que cette 
fermentation etait provoquee par un enzyme qu'il a nomme 
olease. 

Get agent se trouve parfois dans I'huile d'olive dans laquelle 
il provoque une alteration profonde. Sous son action, I'huile 
devient ranee par suite de la formation d'acides gras et se 
decolore par suite de la precipitation de la matiere colorante. 
Cette decoloration est favorisee par la lumiere. 

L'olease est isolee de I'huile par agitation avecde I'eau. On 
obtient ainsi une solution aqueuse de I'enzyme et I'huile 
reste ensuite inalteree. 

La temperature optima pour Taction de l'olease est infe- 
rieuse a 35^. L'acidite du milieu paralyse Taction diasta- 
siquc et c'est grace a cette circonstance que Talteration de 
I'huile est souventpeu profonde, Tacide gras forme empechant 
Taction de l'olease. 
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